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Resumo

O aumento da esperanca média de vida tem elevado a prevaléncia de doencas
neurodegenerativas, como é o caso da doenca de Parkinson. Nos Gltimos anos a procura
de novas solugGes terapéuticas, assim como a minimizacgdo dos efeitos dos tratamentos
atualmente utilizados tem promovido a procura de novas solugdes. Deste modo, o
objetivo deste trabalho consistiu no estudo dos mecanismos moleculares de
neurotoxicidade induzidos pela dopamina (DA) e 6-hidroxidopamina (6-OHDA) num
modelo celular do neuroblastoma humano (SH-SY5Y), bem como na avaliagdo do
potencial neuroprotetor de extratos de algas com elevada capacidade antioxidante.

O efeito neurotoxico da DA e 6-OHDA, assim como o efeito protetor dos extratos das
algas com maior atividade antioxidante (Sargassum muticum, Saccorhiza polyschides,
Padina pavonica, Codium tomentosum, Ulva compressa) foi avaliado através da
viabilidade celular das células SH-SY5Y utilizando o método de MTT. De modo a
compreender os efeitos induzidos na viabilidade celular pela DA e 6-OHDA procedeu-
se ao estudo da atividade da caspase-3, alteragdes do potencial mitocondrial e
quantificacdo de H20:..

Os resultados demonstraram um claro efeito dependente da concentracdo da DA (30-
3000uM) e 6-OHDA (10-1000uM) na viabilidade celular das células SH-SY5Y, bem
como do tempo de exposicdo (6-48h). No que diz respeito a prevengdo do efeito
neurotoxico da DA (1000uM (56,41+5,05% de células viaveis); 24h) e 6-OHDA
(100uM (66,76+3,24% de células viaveis);24h) pelos extratos das algas (1mg/mL; 24h)
verificou-se que o0s extratos que apresentaram um efeito preventivo mais marcado
pertencem as algas Sargassum muticum (82,37+6,41% de células vidveis e
115,8+8,53% de células viaveis, apds tratamento com DA e 6-OHDA, respetivamente),
Saccorhiza polyschides (89,26+8,62% de células vidveis e 106,51+4,26% de células
viaveis, apos tratamento com DA e 6-OHDA, respetivamente) e Codium tomentosum
(81,28+3,68% de células viaveis e 103,17+7,25% de celulas viaveis, apds tratamento
com DA e 6-OHDA, respetivamente). A morte celular induzida pela DA e pela 6-
OHDA foi acompanhada pelo aumento da atividade da caspase-3 quando comparado
com o controlo (DA - 66,46x1,49Afluorescéncia (u.a)/mg de proteina/minuto; 6-
OHDA - 22,56+1,71Afluorescéncia (u.a)/mg de proteina/minuto; controlo — 4,8
+0,48 Afluorescéncia (u.a)/mg de proteina/minuto), pela presenca de elevadas
quantidades de perdxido de hidrogénio (H202) (363,81+28,58 % do controlo e 214,26 +
8,46 % do controlo, apds tratamento com DA e 6-OHDA, respetivamente) e pela

despolarizacdo da membrana mitocondrial (162,3+2,34 % do controlo e 144,7+2,87 %
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do controlo, apos tratamento com DA e 6-OHDA, respetivamente). Por sua vez,
durante o tratamento com extratos das algas (1mg/mL) na presenca de DA e 6-OHDA
verificou-se uma inibicdo da atividade da caspase-3 induzida pelas algas Sargassum
muticum  (2,53%£2,49Afluorescéncia (u.a)/mg de proteina/minuto e 4,52+1,36
Afluorescéncia (u.a)/mg de proteina/minuto, apos tratamento com DA e 6-OHDA,
respetivamente), Saccorhiza polyschides (4,71+0,70Afluorescéncia (u.a.)/mg de
proteina/minuto e 2,73+1,11A fluorescéncia (u.a.)/mg de proteina/minuto, apds
tratamento com DA e 6-OHDA, respetivamente) e Codium tomentosum
(17,05+1,72 Afluorescéncia (u.a.)/mg de proteina/minuto e 2,58+1,77 Afluorescéncia
(u.a)/mg de proteina/minuto, apds tratamento com DA e 6-OHDA, respetivamente). De
igual modo verificou-se uma diminuicdo da producéo de H2O: pelas células SH-SY5Y
na presenca dos extratos das algas Sargassum muticum (132,58 + 10,68% controlo),
Saccorhiza polyschides (150,54 + 23,54% controlo) e Codium tomentosum (54,074 +
6,66% do controlo), quando expostas a 6-OHDA, contudo ndo se verificou 0 mesmo
efeito na presenca de DA. Relativamente ao potencial mitocondrial observou-se uma
inibicdo da despolarizacdo mitocondrial induzida pela DA e 6-OHDA nas células SH-
SY5Y pela presenca dos extratos das algas Sargassum muticum (135,7+2,97% controlo
e 49,3+1,17% controlo, apds tratamento com DA e 6-OHDA, respetivamente),
Saccorhiza polyschides (126,7+5,46% controlo e 94,3+1,70% controlo, apds tratamento
com DA e 6-OHDA, respetivamente).

Os resultados obtidos demonstraram o potencial citoprotetor dos extratos de algas sobre
efeitos neurotoxicos induzidos pela DA e 6-OHDA no modelo celular SH-SY5Y. O
efeito protetor € mediado pela diminui¢do da condicdo de stress oxidativo, com reducao
da producéo de H20>, diminuicdo da atividade da caspase-3 e prevencédo da alteracdo do
potencial mitocondrial induzido pela DA e 6-OHDA.

Conclui-se que os extratos de algas produzem moléculas bioativas com elevado
potencial antioxidante, podendo ser uma fonte promissora de novos compostos
neuroprotetores com aplicacdo terapéutica para doencas neurodegenerativas como a

doenca de Parkinson.

Palavras - Chave: Doencga de Parkinson, Substancia nigra, SH-SY5Y, Caspase-3,
H.0., Potencial mitocondrial, Algas, Apoptose, Compostos bioativos.
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Abstract

The increase in average life expectancy has increased the prevalence of
neurodegenerative diseases such as Parkinson's disease. In recent years the search for
new therapeutic solutions, as well for minimizing the effects of the treatments currently
used has promoted the search for new solutions.

The objective of this work was to study the molecular mechanisms of neurotoxicity
induced by dopamine (DA) and 6-hydroxydopamine (6-OHDA) in a cellular model of
human neuroblastoma (SH-SY5Y), as well evaluated the neuroprotective potential of
seaweeds extracts with high antioxidant capacity.

The neurotoxic effect of DA and 6-OHDA in absence or in the presence of seaweed
extracts with high antioxidant activity (Sargassum muticum, Saccorhiza polyschides,
pavonica Padina, Codium tomentosum, Ulva compressa) was assessed by cell viability
of SH-SY5Y cells using the MTT method. In order to understand the effects on cell
viability induced by DA and 6-OHDA it was carried out the study of caspase-3 activity,
changes in mitochondrial potential and H20- quantification.

The results demonstrated a clearly time (6-48h) and concentration-dependent effect of
DA (30-3000uM) and 6-OHDA (10-1000uM) on the SH-SY5Y cells viability. As
regards the prevention of neurotoxic effect of DA 1000uM (56.41£5.05% viable cells;
24h); 24h) and 6-OHDA 100uM (66.76+3.24% viable cells; 24h) the seaweed extract (1
mg/ml, 24 hours) of Sargassum muticum (82.37£6.41% of viable cells and
115.848.53% viable cells after treatment with 6-OHDA and DA, respectively),
Saccorhiza polyschides (89.26+8.62% of viable cells and 106.51+4.26% of viable cells
after treatment with DA and 6 OHDA, respectively) and Codium tomentosum
(81.28+3.68% of viable cells and 103.17£7.25% of viable cells after treatment with 6-
OHDA and DA, respectively) were the seaweeds with high cytoprotective effect. Cell
death induced by DA and the 6-OHDA was accompanied by increases on caspase-3
activity (DA - 66.46+1.49Afluorescence (u.a)/mg protein/minute; 6-OHDA -
22.56+1.71A fluorescence (u.a)/mg protein/minute; control - 4.88+0.48 Afluorescence
(u.a)/mg protein/minute), the increase of hydrogen peroxide (H202) (363.81+28.58%
control and 214.26+8.46% of control for 6-OHDA and DA treatment, respectively) and,
by depolarization of the mitochondrial membrane potential (162.3+2.34 % of control
and 144.7+2.87% of control after treatment with 6-OHDA and DA, respectively).
Sargassum muticum (2.53£2.49 A fluorescence (u.a)/mg protein/min and 4.52+1.36 A
fluorescence (u.a)/mg protein/min, after 6-OHDA and DA treatment, respectively),

Saccorhiza polyschides (4.71+0.70 A fluorescence (u.a)/mg protein/min and 2.73+ 1.11
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A fluorescence (u.a.)/mg protein/min, after 6-OHDA and DA treatment, respectively)
and Codium tomentosum (17.05+1.72 A fluorescence (u.a)/mg protein/min and
2.58+1.77 A fluorescence (u.a)/mg protein/min, after 6-OHDA and DA treatment,
respectively) seaweeds extracts (Img/mL) inhibited the effect induced by 6-OHDA and
DA on the caspase-3 activity. Similarly there has been observed a decrease in the
production of H2O> by SH-SY5Y cells in the presence of extracts of seaweed
Sargassum muticum (132.58+10.68% of control), Saccorhiza polyschides
(150.54+23.54% of control) and Codium tomentosum (54.074+6.66% control) when
incubated in the presence of 6-OHDA. By contrast, seaweeds extracts did not prevented
the DA induced increases in H.O> production. Mitochondrial membrane potential
depolarization induced by DA and 6-OHDA was prevented in the presence of
Sargassum muticum extracts (135.7+2.97% of control and 49.3+1.17 % of control after
6-OHDA and DA treatment, respectively) and Saccorhiza polyschides extracts
(126.7+5.46 % of control and 94.3+1.70 % of control after 6-OHDA and DA treatment,
respectively).

The results demonstrated the cytoprotective potential of seaweeds extracts on
neurotoxicity induced by DA and 6-OHDA in SH-SY5Y cell model. The protective
effect is mediated by inhibition of the oxidative stress condition, which is accompanied
by decrease on H>O> production and caspase-3 activity, as well prevention of
mitochondrial potential depolarization induced by DA and 6-OHDA.

It is concluded that extracts of seaweeds produce bioactive molecules with high
antioxidant potential, which can be a promising source of new neuroprotective
compounds with therapeutic application for neurodegenerative diseases such as

Parkinson's disease.

Keywords: Parkinson's Disease, Substantia nigra, SH-SY5Y, Caspase-3, H20,
mitochondrial potential, Seaweed, Apoptosis, Bioactive Compounds.
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Lista de abreviaturas

DA — Dopamina

6-OHDA — 6 — hidroxidopamina

DP - Doenca de Parkinson

H202 — Peroxido de hidrogénio

OMS - Organizagdo mundial de saude

INE — Instituto Nacional de estatistica

MTT - 3-[4, 5-dimethylthiazol -2-yl] -2, 5- diphenyl tetrazolium bromide
GPx — Glutationa peroxidase

SNpc — Sistema nervoso central par compacta
GSSG — Glutationa Oxidada

GSSR - Glutationa reduzida

CAT - Catalase

AChe - Acetilcolinesterase

SOD - Superoxide dismutase

ORAC - Oxygen radical absorbance capacity
DPPH - 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

QTP - Quantificacdo total de polifenois

CO:2 - Dioxido de carbono

02— Oxigénio

FCCP - Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone
JC-1-5,56,6 - Tetrachloro-1,1"3,3".tetraethyl-imidacarbocyanine iodide

ACP — Analise de componentes principais
*OH — Radical hidroxilo
HCL - Acido cloridrico

ROS — Espécies reativas de oxigénio
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1. Introducéo

Atualmente, com o0 aumento da esperanca média de vida e das mudancas demograficas da
populacdo, as doencas neurodegenerativas estdo a tornar-se cada vez mais comuns
(Skovronsky et al., 2006), como é o caso da doenca Alzheimer e da doenca de Parkinson
(DP) (Herbert et al., 2001)

As doengas neurodegenerativas apresentam-se como um grupo de doencgas caracterizadas
pela disfuncdo do sistema nervoso central, relacionando-se com a morte de neurdénios com
uma evolucdo gradual, no entanto progressiva e irreversivel, levando a uma reducéo da
capacidade cognitiva. Face a esta problemética torna-se imprescindivel uma melhor
compreensdo da evolucdo deste tipo de doengas, de modo a permitir o desenvolvimento de
terapias mais eficazes, minimizando os custos sociais e econémicos associados a este tipo
de patologias (Ernst et al., 1997). No caso especifico da DP, segundo a associacao europeia
da DP, em 2011, calcula-se que os custos anuais associados com esta doenca na Europa
foram, aproximadamente, de 13,9 bilides de euros. No entanto, devido ao facto da
populacdo europeia estar a envelhecer e a esperanca de vida estar a aumentar, existe uma
tendéncia natural para que este valor aumente, estimando-se que o numero de pessoas
afetadas pela doenca duplique em 20 anos.

As doengas neurodegenerativas manifestam-se, normalmente, na faixa etaria mais elevada,
causando problemas de falta de memoria, incapacidade de autonomia, dificuldades motoras
e ainda problemas ao nivel da fala. No entanto, os fatores promotores deste tipo de doencas
sdo ainda pouco conhecidos pela comunidade cientifica. Deste modo, existe a necessidade
de fornecer estratégias terapéuticas com ampla aplicabilidade na prevencdo das doencas
neurodegenerativas, assim como, na diminuicdo da morbidade e mortalidade deste tipo de
doencas na populacédo idosa (Forman et al., 2004).

Diversos estudos tem demonstrado que 0s agentes antioxidantes podem ser bastante
promissores na retardacdo da progressdo da perda de células neuronais em doencas
neurodegenerativas (Ghosh et al., 2011; Cacciatore et al., 2012). Deste modo, ao longo das
ultimas décadas os produtos naturais tem desempenhado um papel bastante importante na
medicina, sendo este facto evidente pelo elevado numero de produtos desta origem
atualmente utilizados na terapéutica de diferentes patologias (Amador et al.,2003). A

importancia e o uso dos produtos naturais tiveram e ainda tém as plantas como fonte



predominante. De facto, os produtos derivados de plantas tém dominado a farmacologia
humana durante milhares de anos, exibindo um papel extremamente importante no
tratamento e prevencdo de doencas em todo o mundo (Jimenez et al., 2009). Este potencial
despertou interesse da comunidade cientifica na exploracdo da natureza como fonte de
produtos naturais com potencial farmacéutico (Sher et al., 2010). Deste modo, a natureza
revelou-se uma fonte para a descoberta de novos compostos, devido a tremenda
diversidade quimica encontrada nos milhdes de espécies de plantas, animais,
microrganismos e organismos marinhos (Rocha et al., 2001). De facto, a partir da década
de 50, os oceanos comecaram a ser considerados como uma fonte promissora de produtos
naturais com atividade bioldgica (compostos bioativos) com elevado potencial
antioxidante, antimicrobiano, antitumoral, entre outras (Blunt et al., 2012). Assim, é de
facto Gtil a procura de novos compostos naturais que possam de alguma forma fornecer
novas estratégias terapéuticas com ampla aplicabilidade para a prevengdo destas doencas

neurodegenerativas e na diminuicdo do impacto econémico.

1.1. Indice de envelhecimento em Portugal

Ao longo dos ultimos anos, tem existido mudancas profundas na estrutura etaria da
populacdo mundial, que se caracterizam por uma diminuicdo progressiva da populacdo
jovem e, consequentemente, por um aumento crescente do nimero de idosos (Gouveia,
2008). O declinio da mortalidade e simultaneamente dos niveis de fertilidade tém
contribuido para o aumento global do envelhecimento da populacdo mundial (OMS, 2009)
que triplicou durante a Gltima metade do século XX. Segundo as projecbes demograficas
da organizacdo mundial de saide (OMS), este aumento tende a continuar e aumentar ao
longo deste século. Desta forma, é esperado que em 2050, 0 nimero de pessoas idosas
(com idade igual ou superior a 60 anos) atingird o de jovens (com idade igual ou inferior a
15 anos) (OMS, 2009). Para além da taxa de envelhecimento apresentar um crescimento
superior a da populagdo total (crescimento previsto para 2025 — 2050), a populacdo de
idosos estd a envelhecer, registando uma elevada taxa de crescimento do grupo etario de
idade superior a 80 anos (OMS, 2009).

O envelhecimento da populagdo mundial é hoje um dos fendmenos demogréaficos mais

preocupantes na sociedade moderna.
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Figura 1. indice de envelhecimento em Portugal entre 1960 e 2012 (Instituto nacional de estatistica (INE),
2013).

Em Portugal, segundo o instituto Nacional de estatistica, o indice de envelhecimento (IE)
ultrapassou pela primeira vez, em 2002, os 102 idosos por cada 100 jovens. Em 2010, o IE
portugués fixou-se nos 123 idosos por cada 100 jovens. Segundo dados recentes referentes
ao ano de 2012, o IE aumentou para 130 idosos por cada 100 jovens.

Segundo os dados apresentados pelo INE, o IE tem aumentado bruscamente de ano para
ano, tendo atingido 5 vezes mais o valor apresentado em 1960, referenciado em 27 idosos
por cada 100 jovens (INE, 2013) (Figura 1.). Assim, espera-se que até 2050, a populacdo
continuara a envelhecer podendo o IE fixar-se nos 398 idosos por cada 100 jovens (INE,
2004). Perante o cenario de envelhecimento da populacéo, os idosos estdo mais vulneraveis
ao aparecimento de determinadas doencas degenerativas para as quais o envelhecimento é
um fator de risco conhecido. A Doenca de Parkinson € claramente um desses casos, sendo
uma doenca neurodegenerativa com uma prevaléncia crescente (Levy & Ferreira, 2003).

1.2. Doenca de Parkinson
O parkinsonismo € definido como uma vasta categoria de doencas que apresentam
diminuicdo da neurotransmissdo dopaminérgica nos ganglios da base, estando estas
classificadas em: parkinsonismo primario, secundario, plus e heredodegenerativo, sendo a
doenca de Parkinson correspondente ao parkinsonismo primario (Lewis & Prowland, 2007;
Souza et al.,2007)
A DP ¢ conhecida pelo homem desde da antiguidade, sendo conhecidas referéncias desta
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(Gouveia, 2008). Porém, s6 no inicio do século XX comegaram a ser descritas pela
primeira vez as altera¢Bes neuropatoldgicas da substancia nigra, caracteristica da DP, e s
na década de 50 é que foram identificadas as principais alteragdes neuroquimicas da
doenca (Gouveia, 2008).

Atualmente, a DP é uma das doencas degenerativas com maior prevaléncia na populacdo
mundial, representando um elevado custo econémico para a sociedade (Nieoullon, 2011).
Esta doenca degenerativa aparece mais frequentemente em pessoas com idade superior a
50 anos, havendo no entanto raras exce¢des. Portanto, 0 aumento da esperanca média de
vida na populacdo humana conduz ao aumento da degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos, sendo uma das principais causas do aparecimento da doenca de
Parkinson.

A DP é um sindroma neuroldgico, que foi descrito pela primeira vez (1847) por James
Parkinson apresentando uma incidéncia de 187 casos em cada 100 mil pessoas, sendo
caracterizado clinicamente pela presenca de bradicinesia, rigidez muscular, trémulo de
repouso, perturbacdes de postura e de marcha (Bernheimer et al.,1973; Mansouri et al.,
2013; Pedrosa & Soares-da-Silva, 2002). Trata-se de uma doenca neurodegenerativa
progressiva do sistema nervoso central (SNC) de etiologia desconhecida (Kopalli et al.,
2013), que resulta da deplecdo das células produtoras de dopamina na regido do cérebro
denominada por substancia nigra par compacta (Mansouri et al., 2013). Esta localiza-se
no mesencéfalo entre o tegumento e a base do mesencéfalo (Alho, 2011), caracterizando-se
pela sua coloracdo escura devido a presenca de neurdnios pigmentados que apresentam
neuromelanina (Alho, 2011) e pela presenca de células produtoras de dopamina
(neurotransmissor). Aqui, a dopamina tem como fungdo principal transmitir sinais que
coordenam a funcionalidade dos musculos corporais e do movimento.
Neuropatologicamente, a doenca de Parkinson é caracterizada pela perda dos neurdnios
dopaminérgicos devido a formacdo de baixos niveis de dopamina no estriado e a
acumulacdo de Corpos de Lewy (Alho, 2011; Kopalli et al., 2013), que podem ser
descritos como inclusBes intraneuronais compostas por proteinas na forma ubiqua e na
forma agregada — fibrilhas (proteina a- sinucleina) (Pedrosa, 2002; Alho, 2011). Deste
modo, a morte de células produtoras de dopamina resulta num decréscimo de entrada da
dopamina para o corpo estriado, que parece estar associada a manifestaces motoras da
DP. Uma vez que, no inicio dos sintomas motores, a dopamina ja esta esgotada em
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desgeneresceram (Dauer & Przedborski, 2003). Uma variedade de fatores genéticos e
ambientais estdo na base desta perda de células cerebrais, que pode resultar numa cascata
de respostas celulares que incluem o processo apoptotico e o “enrolamento” incorreto da
proteina a- sinucleina, que tem sido atribuida a formacao de Corpos de Lewy (Dauer &
Przedborski, 2003). A primeira mutacdo descoberta foi associada a a- sinucleina, sendo
curioso o facto de esta ser o maior constituinte das fibrilhas insollveis existentes nos
Corpos de Lewy (Spillantini et al.,1997; Pedrosa, 2002), o que tem acentuado a sua
importancia na DP. Contudo, apesar das alteragdes neuroquimicas e das caracteristicas
neuropatoldgicas serem bem conhecidas, a etiologia da doenca continua desconhecida,
como ja foi referido anteriormente. De tal modo, que os primeiros sintomas da doenca
surgem apenas quando 50% a 70% dos neuronios dopaminérgicos ja degeneraram, ndo
sendo possivel agir farmacologicamente de modo a prevenir o aparecimento da doenca. No
entanto, a pesquisa existente sobre a etiologia da DP tem sido nos ultimos anos relacionada
com o stress oxidativo e a disfuncdo mitocondrial, sendo apontados como dois dos
principais responsaveis pela neurodegeneracdo, estando interrelacionados (Junior et al.,
2007; Perfeito & Rego, 2011;Pedrosa & Soares-da-Silva, 2002).

1.3. Doenca de Parkinson e morte celular

A morte prematura de células neuronais tem sido muitas vezes associada ao aparecimento
de doencas neurodegenerativas (Green & Reed, 1998). No caso especifico da doenca de
Parkinson, ocorre um decréscimo progressivo do nimero de células que constituem uma
estrutura nervosa designada por substancia nigra par compacta, a qual é responsavel pela
producdo de dopamina. Estas células morrem naturalmente, no entanto terminam o seu
ciclo de vida a um ritmo muito mais acelerado nos doentes parkinsénicos, manifestando-se
a doenca quando apenas restam 20% das ceélulas iniciais. Muitos investigadores
constataram que a morte celular na doenca de Parkinson esta associada a elevados niveis
de apoptose, onde o stress oxidativo e a mitocondria parecem estar envolvidos (Beal,
2000).

Nos Ultimos anos o stress oxidativo tem sido associado ao desenvolvimento de diferentes
patologias incluido as doencas neurodegenerativas (Skoumalova et al., 2003). Esta
condicdo biologica é definida como o desequilibrio entre a manifestacdo sistémica das

espeécies reativas e a capacidade de um sistema biologico para as destoxificar prontamente



os intermediarios reativos ou de reparar os danos resultantes. Das vérias espécies reativas
que ocorrem nos sistemas biolégicos, podem-se destacar as espécies reativas de oxigénio
(ROS), contendo na sua constituicdo atomos de oxigénio que podem ser radicais tais como
hidroxilo (OHe), superoxido (O27) e 0 monoxido de azoto (NO), ou outras moléculas como
o0 peréxido de hidrogénio (H202) e peroxinitrito (ONOO") que ndo sdo radicais livres, mas
que podem gerar radicais livres através de outras rea¢cdes quimicas (Gilgun-Sherki et al.,
2001; Fang et al., 2002).

Estas ROS sao geralmente produzidas na mitocéndria (Alberts et al., 2004; Uttara et al.,
2009), uma vez que mais de 95% do oxigénio é consumido durante o metabolismo aerébio
que decorre na producdo de energia nas mitocondrias, sendo que a restante percentagem é
reduzido a gua (Uttara et al., 2009). De acordo com Raza e seus colaboradores (2011), o
aumento da producdo de ROS desempenha um papel critico no stress oxidativo induzido
por uma disfungdo mitocondrial, uma vez que a ocorréncia de danos no complexo | da
mitocdndria das células dopaminérgicas leva a reducdo dos niveis de ATP, causando a
morte das células. Para além disso os danos moleculares provocados pelos radicais livres
sdo considerados uma das principais causas do processo de envelhecimento e um precursor
do desenvolvimento da doenca de Parkinson (Tieu et al., 2003; Dalle-Done et al., 2006).

O cérebro apresenta uma elevada atividade metabdlica, naturalmente associada a uma alta
taxa de consumo de Oz e deste modo é um 6rgdo onde a producdo basal de ROS é elevada
e contém um alto teor de lipidos (Cacciatore et al., 2012). No entanto, e em condigdes
normais, o cérebro é também o 6rgdo onde as capacidades antioxidantes sdo mais elevadas,
existindo um equilibrio entre a formagdo de ROS e os mecanismos antioxidantes na
capacidade para destoxificar estas espécies. Alteragdes que cologuem em causa este
equilibrio poderdo originar uma condicdo de stress oxidativo, no qual as defesas
antioxidantes sdo insuficientes para manter a concentracdo ROS abaixo do limiar de
toxicidade (Pedrosa & Soares-da-Silva, 2002). Tal situacdo pode resultar do aumento de
producédo de ROS, da diminuicdo das defesas antioxidantes ou da ocorréncia destes dois
eventos em simultaneo.

Como referido anteriormente, a causa de degenerescéncia dos neurénios dopaminérgicos
na DP continua ainda desconhecida. No entanto, existem fortes evidéncias que o
desenvolvimento da patologia possa estar associada com o stress oxidativo, principalmente
por: aumento da quantidade de ferro encontradas no cérebro de doentes de Parkinson, que
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al.,2000); disfuncdo mitocondrial, particularmente a alteracfes no complexo | da cadeia
respiratéria; e ainda a alteracbes nos sistemas protetores antioxidantes do cérebro,
nomeadamente na enzima superoxido dismutase (SOD) e na quantidade de glutationa
reduzida (GSSR), em qua a sua perda poderd aumentar a suscetibilidade a exposicdes a
toxicos ou radicais livres (Knekt et al.,1996; Hsieh et al., 2000). Assim, todos estes
eventos desfavoraveis contribuem para alteracdo das defesas antioxidantes que sugerem
que o stress oxidativo possa desempenhar um papel importante no desenvolvimento da
doenca de Parkinson. Contudo, uma das alteracbes mais evidentes nas defesas
antioxidantes é ocorréncia de um decréscimo na concentracdo de GSH (Bains & Shaw,
1997; Cacciatore et al.,2012). Facto que foi verificado em estudos post mortem, onde 0s
niveis de GSH no SNpc de pacientes com DP sdo muito inferiores aos de individuos
saudaveis (60% em comparacdo com individuos normais). Por sua vez, apresentavam
niveis de glutationa oxidada (GSSG) ligeiramente superiores (Sian et al.,1994; Cacciatore
et al., 2012). Embora a GSH ndo seja a Unica molécula antioxidante relatada a ser alterada
em pacientes com DP, pensa-se que a magnitude de seu esgotamento € o primeiro
indicador da degeneracdo nigroestriada (Garrido et al., 2011). Para além disso, diversos
estudos tem descrito que a perda dos niveis de GSH em pacientes com DP possa ser
acompanhado por uma reducdo da atividade mitocondrial, que é regionalmente seletivo
para 0 SNpc na DP, ndo estando associado a outras doencas neurodegenerativos que se
relacionam com ganglios basais (Lin & Beal, 2006). Estes factos sugerem que a
diminuicdo dos niveis de GSH nigroestriatais pode assim iniciar ou facilitar a ocorréncia
de uma condicdo de stress oxidativo com consequente degeneracdo de neuronios
dopaminérgicos na DP (Cacciatore et al., 2012; Chinta & Andersen, 2006; Chinta et al.,
2007).

1.4, 6 — OH-dopamina e a doenca de Parkinson
Ao longo do tempo, a exaustiva investigagdo na compreensdo e conhecimento da
fisiopatologia da DP tem contribuido para o desenvolvimento de modelos celulares e
animais para uma melhor compreensdo dos mecanismos associados & morte neuronal,
permitindo deste modo identificar possiveis alvos para a uma terapéutica mais seletiva e
eficaz (Bové & Perier, 2012; Hanrott et al.,2006; Panov et al.,2002). A causa de morte das
células neuronais na substancia nigra que ocorre na DP e 0s mecanismos envolvidos neste

processo permanecem ainda pouco conhecidos. Deste modo, ao longo dos ultimos anos a
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investigacdo cientifica desenvolvida para o esclarecimento do processo de morte celular
(associada a DP) permitiu desenvolver modelos celulares e animais de DP, através da
utilizacdo de neurotoxinas dopaminérgicas. Estas possuem capacidade de destruir
seletivamente neurdnios dopaminérgicos, principalmente através inducdo de stress
oxidativo (Bove et al.,2005).

De entre varias toxinas usadas para induzir a neurodegeneracdo dopaminérgica pode-se
destacar a 6-OH-dopamina (6-OHDA) (Dauer & Przedborski, 2003). A neurotoxina 6-
OHDA é um analogo hidroxilado da dopamina natural, sendo amplamente utilizado para
gerar um modelo in vitro e in vivo com caracteristicas neuropatoldgicas e bioquimicas da
DP (Blum et al.,2001; Schober, 2004; Ikeda et al.,2008; Blesa et al., 2012). De facto, a 6-
OHDA é um farmaco que tem sido comumente usado na investigacdo de compostos com
atividade protetora em doencas neurodegenerativas em humanos, incluindo a doenca de
Parkinson (Nobre-Janior et al.,2009). Tendo sido encontrada como produto enddgeno em
pacientes com DP, sugerindo que pode desempenhar um papel na patogénese desta doenga
(Glinkia et al.,1997). Diversos estudos demonstram que a 6-OHDA gera espécies reativas
de oxigénio e provoca a inducdo do processo apoptético em células dopaminérgicas na
substancia nigra de ratos (Cohen & Heikkila, 1974; He et al.,2000), embora o seu
mecanismo molecular ndo esteja bem evidenciado. Estudos recentes sugerem o
envolvimento em mecanismos de stress oxidativo que facilitam a conversdo de
neurotoxinas em quinonas com a formacgdo de HO, iniciando assim uma sinalizagdo de
morte celular especifica por ativacdo de fatores de transcri¢do tais como caspase-3 e P53
(Del Rio & Velez - Pardo et al.,2002). Porém, diversos autores sugerem que 0 mecanismo
toxico da neurotoxina 6-OHDA ¢ dependente da sua oxidacdo, podendo atuar através da
inducdo de uma a lesdo dopaminérgica nigroestrial levando a producdo de quinonas, H2O»,
O2’, radical hidroxilo (OH¢) e a inibi¢do do complexo I na cadeia respiratoria (Sachs &
Jonsson, 1975;Glinka et al.,1997). Presumivelmente o desencadeamento destes processos
podera ser iniciado por um metal de transicdo, como por exemplo o Fe**. A prevencéo
parcial ou até completa dos efeitos da neurotoxina 6-OHDA e do Fe?* pode ser mediada
por uma prévia administracdo de agentes quelantes de ferro (Ben-Shachar & Youdim,
1991), vitamina E e inibidores da Monoamina Oxidase do tipo B (MAO-B) como a
selegilina (Knoll, 1986).

Deste modo, pensa-se que a investigacdo dos mecanismos de sinalizagdo molecular

induzida pela 6-OHDA na morte por apoptose das células dopaminérgicas podera ser (til
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para uma melhor compreensdo das causas da DP e na pesquisa de novos agentes
terapéuticos no tratamento da mesma (lkeda et al., 2008).

1.5. Papel dos organismos marinhos como fonte de compostos

bioativos

Ao longo dos séculos os oceanos tém sido uma fonte de grande mistica e volatilidade para
a humanidade (Alves, 2011). Desde muito cedo que o ser humano comecgou a utilizar este
recurso para navegar em busca de novas fontes de alimento e novos territorios, contudo o
inicio da exploracdo do fundo do mar s6 se deu em meados do século XIX e somente nas
ultimas décadas a investigacdo cientifica comecou a mostrar as potencialidades deste
recurso (Warner, 2009).

As caracteristicas fisicas deste imenso corpo de &gua afeta direta ou indiretamente o
quotidiano da populacdo mundial e 0s organismos vivos que neste habitam sdo importantes
fontes de alimentos e produtos naturais. Além de desempenhar funcdes importantes, o0s
oceanos possuem também uma elevada diversidade quimica e bioldgica (Simmons et
al.,2005; Karleskint et al.,2010).

A diversidade bioldgica (biodiversidade) tem-se revelado uma fonte Gnica de compostos
qguimicos com potencial para a industria farmacéutica, cosmética, alimentar e agrogquimica,
demonstrando ser um fator vital para a descoberta de novos produtos (Minh et al.,2005;
Costa — Lotufo et al.,2009). Assim, partindo deste pressuposto, pela imensa biodiversidade
biolégica e quimica, os oceanos mostram ser uma fonte extremamente atrativa para a
descoberta de novos produtos. Como tal, os oceanos oferecem ambientes e ecossistemas
Unicos para o crescimento de vida, dando aos organismos caracteristicas e mecanismos de
adaptacdo que geralmente ndo estdo presentes nos organismos terrestres (Demunshi &
Chugh 2009). Ao contrario destes, 0s organismos marinhos necessitam de adaptar-se a
condigdes ambientais extremas (Baixas concentragdes de nutrientes, pressdes altas,
concentracdes elevadas de sal, baixo conteido em oxigénio e pouca luz solar). Portanto,
para minimizar estas condi¢cbes 0s organismos marinhos desenvolveram caracteristicas
Unicas (comportamento, metabolismo e estratégias de adaptacdo) que os diferenciam dos
organismos terrestres (Hu et al.,2011). No entanto, para além das pressées fisicas referidas
anteriormente, 0s organismos marinhos também estdo sujeitos a pressdes ecologicas, como

a competicbes pelo espaco e a predagdo, levando-os a desenvolver estratégias que
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permitam a sua sobrevivéncia, como atitudes comportamentais, processos fisicos ou
quimicos.

As moléculas quimicas que desempenham um papel importante nas interacdes
interespecificas raramente sdo as mesmas substancias usadas pelo organismo para
responder a grandes necessidades do dia-a-dia como a respiracdo, digestdo, excre¢do e no
caso especifico das plantas, a fotossintese. Estes quimicos desempenham nas plantas e nos
animais um papel mais de caracter secundario, no entanto geralmente sédo derivados de
metabolitos que participam nos processos fisioldgicos priméarios. A sua distribuicdo
biologica é limitada, muitas vezes especifica de uma espécie e a sua producdo ocorre
normalmente por organismos que desempenham intervencdes em interacdes ecoldgicas.
Por exemplo, este tipo de moléculas é raro nos organismos do topo da cadeia, uma vez que
a probabilidade de serem consumidos é muito baixa. Por outro lado os organismos com
limitacbes de movimento num dado espago e que ndo conseguem fugir de potenciais
predadores, representam a maioria dos organismos com este tipo de defesas. As algas e 0s
invertebrados marinhos sésseis sdo um claro exemplo de organismos com elevada
capacidade de produzir este tipo de moléculas (Amsler, 2008).

Com procura crescente por novos produtos naturais com interesse para diferentes areas,
nos Gltimos anos, tem existindo um maior interesse pelos organismos marinhos (Duan et
al.,2006; Shanmughapriya et al.,2008). Muitos destes sdo produtores de moléculas
bioativas através do seu metabolismo secundario, de modo a responder a diferentes
pressdes ecoldgicas como a competicdo pelo espaco, dissuasao de préaticas predatérias e a
capacidade de reproducdo com sucesso (Vilarreal-Gomez et al.,2010). Tendo sido ja
demonstrado que estas moléculas podem possuir diferentes atividades bioldgicas como
antimicrobiana, antifingica, anticoagulante, antitumoral e antioxidante (Mayer &
Gustafson 2008).

Segundo Costa-Lotufo e seus colaboradores (2009), desde da década 70 tem ocorrido um
aumento do numero de moléculas naturais isoladas a partir de organismos marinhos
(Figura 2).
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Figura 2. Evolugdo ao longo do tempo do nimero de novos produtos naturais obtidos a partir de organismos

marinhos desde de 1965 a 2006 (adaptado: Costa - Lotufo et al.,2009).

Contudo, segundo Blunt e seus colaboradores (2012), entre 2000 e 2012 0s organismos
marinhos mais estudados foram as esponjas, seguidas dos cnidarios e dos microrganismos
simbionte (algas), sendo possivel observar que estes Ultimos tem tido um crescimento

consideravel no numero de substancias isoladas (Figura 3).
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Figura 3. Distribuicdo dos produtos naturais por filo relacionando o nimero de compostos isolados por ano

(adaptado: Blunt et al., 2012).

No entanto, ao longo das Ultimas décadas, tem existido uma crescente procura de
compostos bioativos a partir de algas marinhas, uma vez gque representam um conjunto de
organismos fotossintéticos muito diverso quanto a sua organizacdo, origem, caracteristicas

morfologicas, fisiologicas e ecologicas (Riviers, 2006).
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1.6. Antioxidantes e a doenca de Parkinson

As limitagbes encontradas no tratamento dos sintomas DP, que contribuem
significativamente para a morbilidade e para o decréscimo da qualidade de vida dos
doentes, tém levado a um interesse crescente em agentes terapéuticos que retardem a
progressdo da neurodegenerescéncia inerente a DP. E consensual que uma estratégia de
neuroproteccdo s6 serd bem-sucedida se houver uma melhoria em varios sistemas
neurotransmissores, prevenindo a progressdo da sintomatologia motora e ndo motora. Com
0s avangos conseguidos na compreensao da etiologia e da patogénese da DP muitos alvos
terapéuticos tém sido apontados como potenciais neuroprotetores (Miyasaki et al.,2006).
Nos ultimos tempos 0s agentes antioxidantes tem demonstrado ser bastante promissores na
retardacdo da progressdo da perda de células neuronais em doengas neurodegenerativas
(Ghosh et al.,2011; Cacciatore et al.,2012). Estes agentes foram classificados por Behl e
Moosmann (2002), de acordo com o0 seu modo de agdo, em compostos que impedem a
formacé&o de radicais livres, compostos que quimicamente interferem com os radicais livres
formados e por compostos que limitam a extensdo de danos para a célula aliviando a carga
metabolica secundaria do aumento dos niveis de radicais livres (Cacciatore et al.,2012).
Como tal, diversos estudos tém demonstrado que dietas ricas em vegetais podem reduzir a
probabilidade de desenvolvimento de indmeras patologias, devido a presenca de
compostos antioxidantes (Liu, 2003). As moléculas antioxidantes presentes nestes
alimentos podem de algum modo estimular os sistemas antioxidantes, promovendo um
efeito de neutralizacdo das espécies oxidantes muito mais eficiente originando produtos
menos reativos (Svilaas et al.,2004; Scalbert et al.,2005).

Os antioxidantes tém sido assim extensivamente estudados devido a sua capacidade de
prevencdo de diversas patologias associadas a danos oxidativos como o stress oxidativo. A
sua atividade deve-se a sua capacidade para neutralizar radicais que estdo envolvidos na
formagéo de ROS (Ferguson, 2001; Lima et al.,2005). Estes compostos permitem retardar
ou inibir a oxidacdo de lipidos ou outras moléculas, evitando o inicio ou propagacdo das
reacfes de oxidacdo em cadeia (Degaspari & Waszczynskyj, 2004). Estes, quando
presentes na nossa dieta, assumem uma grande importancia como possiveis agentes
protetores que ajudam o corpo humano na reducdo dos danos oxidativos e
consequentemente desempenham um papel importante e significativo na atividade das

células (Kumar et al.,2008). Diversas moléculas, como os compostos fenolicos, tém
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demonstrado elevada atividade antioxidante (Ferreira & Abreu, 2007). Na ultima década,
0os compostos fendlicos voltaram a despertar o interesse de diversos investigadores,
principalmente pelo reconhecimento das suas propriedades antioxidantes, da abundancia
destes compostos em diversos alimentos e ainda pelo papel preventivo em diversas
doengas neurodegenerativas como a doenga de Parkinson (Kwon et al.,2005; Manach et
al.,2004). Um grupo de compostos fendlicos com grande interesse sdo os polifendis
(compostos por dois ou mais grupos fenol), que incluem mais do que 8000 compostos
conhecidos, desde fendis mais simples tais como os acidos fendlicos, passando pelos
flavendides (Ferguson, 2001). O reconhecido interesse pelos polifendis, apesar de
classificados como ndo nutrientes, esta relacionado com o facto de muitos deles
apresentarem, entre outros, efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios, anti-estrogénicos,
anti-mutagénicos e/ou anti-carcinogénicos que podem ser potencialmente benéficos na
prevencéo de diversas doengas.

De entre os organismos marinhos, as macroalgas revelam ser uma fonte rica de metabolitos
secundarios estruturalmente diferentes, incluindo terpenos, acetogeninas, alcaldides e
polifendis, sendo alguns compostos halogenados. Esta producdo de metabolitos resulta
essencialmente, da sua defesa contra herbivoros, organismos incrustantes, agentes
patogénicos, na protecdo contra a radiacdo UV e como agentes alelopéaticos (Supriya &
Yogesh 2010). Estes organismos tém sido alvo de inimeros estudos, destacando-se como
um dos maiores produtores de moléculas bioativas com elevado potencial (antimicrobiano,
anticoagulante, anti-inflamatério, antimalarial, antiprotozoal, antiviral, antitumoral e
antioxidante) (Chew et al.,2008; Diaz-Rubio et al.,2008; Mayer et al.,2009; Khanavi et
al.,2010).

As algas castanhas sdo produtoras de diversas moléculas bioativas, como por exemplo
florotaninas, que sdo compostos fenolicos formados a partir da polimerizacdo de
floroglucinol e que séo encontrados unicamente em algas castanhas, conferindo-lhe uma
elevada capacidade antioxidante (Koivikko, 2008; Yan et al.,1999; La Barre et al.,2010).
Estes desempenham um papel como substancias osmorreguladoras, componentes da parede
celular de plantas vasculares e podem agir como agentes antioxidantes (Arnold & Targett,
2002; Larson, 1997). Deste modo, as macroalgas demonstram ser uma fonte promissora de
novas moléculas com atividade antioxidante, que poderdo ser utilizadas como farmacos na
terapéutica da doenca de Parkinson, permitindo diminuir a degenera¢do dos neuronios

dopaminérgicos na substancia nigra par compacta.
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Objetivo

A doenca de Parkinson é uma doenga neurodegenerativa progressiva do sistema nervoso
central (SNC) de etiologia desconhecida resultante da deplecdo das células produtoras
de dopamina, o que leva a um decréscimo de entrada da dopamina para o corpo estriado
e que de algum modo parece estar associada a manifestacdes motoras da DP.
Atualmente, a investigacao pré-clinica tem-se centrado na pesquisa de novos compostos
que possuam capacidade de diminuir a degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos,
nomeadamente compostos com potencial antioxidante, os quais tem demonstrado
mediar um efeito protetor no processo de degeneracdo. Deste modo, o objetivo deste
trabalho consistiu na avaliacdo dos efeitos neurotéxicos induzidos pela dopamina e 6-
hidroxidopamina no modelo celular SH-SY5Y, assim como no estudo dos mecanismos
de acdo mediados por estes compostos na presenca e na auséncia de extratos de algas
com elevada capacidade antioxidante de modo a compreender a capacidade protetora

destes extratos.

2.1. Objetivos especificos

Neste trabalho procedeu-se a avaliagdo dos mecanismos de neurotoxicidade induzidos
pela DA e 6-OHDA e do efeito neuroprotetor dos extratos de macroalgas com elevada
capacidade antioxidante no modelo celular SH-SY5Y. Neste estudo foram utilizadas 15
macroalgas recolhidas na costa de Peniche, que em estudos prévios demonstraram ter
capacidade antioxidante: Fucus spiralis, Saccorhiza polyschides, Bifurcaria bifurcata,
Cladostephus spongiosus, Codium tomentosum Cystoseira tamariscifolia, Cystoseira
usneoides, Codium vermilara, Taonia atomaria, Ulva compressa,, Sphaerococcus
coronopifolius, Padina pavonica, Sargassum vulgares, Sargassum muticum,

Stypocaulon scoparium. Para realizacdo deste estudo procedeu-se do seguinte modo:

1. Avaliagdo do efeito neurotoxico da DA e 6-OHDA na linha celular SH-
SY5Y;

2. Avaliagdo dos mecanismos celulares induzidos pelo efeito neurotoxico da
DA e 6-OHDA através do estudo da atividade da caspase-3, da producdo de
H20- e da alteracao do potencial mitocondrial;

3. Avaliacdo do efeito citotoxico dos extratos das macroalgas com maior

capacidade antioxidante;
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4. Avaliacdo do efeito neuroprotetor dos extratos de macroalgas com elevada
capacidade antioxidante e que ndo apresentaram citotoxicidade nas células
SH-SY5Y;

5. Auvaliar os mecanismos celulares associado ao efeito neurotoxico induzido
pelo DA e 6-OHDA, através do estudo da atividade da caspase-3, da
producdo de H>O> e da alteragéo do potencial mitocondrial na presenca e na
auséncia dos extratos das macroalgas.
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3.1. Recolha e preparacao de amostras

As algas foram recolhidas, entre Abril e Julho de 2012, nas praias da Papba
(39°22'09.5"N  9°22'40.4W), Quebrado (39°22'04.6"N 9°22'26.1W) e Gamboa
(39°21'54.3"N 9°22'22.7") em Peniche, Portugal, sendo imediatamente transportadas
para laboratorio e identificadas. Por conseguinte, as 27 espécies identificadas foram
Fucus spiralis, Saccorhiza polyschides, Bifurcaria bifurcata, Cladostephus spongiosus,
Codium tomentosum, Codium adhaerens, Cystoseira tamariscifolia, Cystoseira
usneoides, Codium vermilara, Taonia atomaria, Ulva compressa, Sphaerococcus
coronopifolius, Padina pavonica, Sargassum vulgares, Sargassum muticum,
Stypocaulon scoparium, Halopteris filicina, Dictyota dichotoma, Colpomenia
peregrina, Plocaminum cartilagineum, Asparagopsis armata, Ceramium ciliatum,
Porphyra linearis, Gelidium pulchellum, Jania rubens, Nitophyllum punctatum e
Corallina elongata.

As diferentes amostras foram lavadas em laboratério com agua do mar, de modo a
remover organismos invertebrados, areias e detritos. Apos a lavagem, as algas foram

pesadas, embaladas e congeladas a -80°C (Thermo, Electon Corporation).

3.2. Preparacao dos extratos de algas

O meétodo de preparacdo dos diferentes extratos de algas foi adaptado a partir do
trabalho realizado por Mayachiew e seus colaboradores (2008). As algas previamente
congeladas foram colocadas no liofilizador (Scanvac) durante 3 dias. ApGs este tempo
foram trituradas, obtendo-se um pd ao qual foi adicionado solventes organicos de
diferentes polaridades, nomeadamente metanol (> 99%, VWR, 20903.368, France) e
diclorometano (> 99%, Fisher Scientific, D/1852/21, United Kingdom). O pé obtido a
partir da trituracdo foi colocado num gobelé com 400mL de metanol durante 12 horas,
protegido da luz e com agitacdo constante. Apds este periodo procedeu-se a uma
filtracdo e o filtrado foi colocado numa ampola de decantagdo, a qual se adicionou
400mL de n-Hexano e procedeu-se a uma extracdo liquido-liquido. Por sua vez, a
biomassa retida no filtro adicionou-se 400mL de diclorometano ficando em agitacao
constante durante 12 horas protegida da luz, sendo filtrada apds este periodo. Os
extratos obtidos foram concentrados através da utilizacdo de um rotavapor (Heidolph,

Laboroto 4000) a 40°C, obtendo-se no final a biomassa. Estas foram dissolvidas em
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DMSO (>99,5% Dimetilsulfoxico) (Sigma, D4540, Germany) e mantidas a -20°C até
posterior utilizagdo.

3.3. Avaliagdo da capacidade antioxidante dos extratos de

macroalgas

A avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos de macroalgas utilizadas neste
estudo, foi efetuada previamente no grupo de investigacdo no qual este foi inserido,
tendo sido determinada através dos métodos de quantificagdo total de polifendis
(QTP), DPPH e Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC).

3.4. Manutencao da cultura celular

As células SH-SY5Y foram adquiridas na Deutsche Sammlung Van Mikroorganismen
und Zellkulturem (DMSZ), sendo mantidas em cultura numa incubadora de CO2 (CO;
Unitherm) com 5% de CO., 95% de humidade e a uma temperatura constante de 37°C.
As ceélulas foram cultivadas em Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma
— Aldrich, D8900, Germany) suplementado com 20% (v/v) de soro fetal bovino (FBS)
(Hyclone, Northumherlan, SV30160.03) e 1% de antibi6tico /antimicético (Hyclone,
SV30079.01, Utah). A subcultura das células SH-SY5Y foi efetuada em placas de
crescimento de 25cm?, tendo sido o meio de cultura substituido de 2 em 2 dias até se
atingir a confluéncia total apés 5 a 6 dias do inicio da cultura. Apds este periodo de
tempo, o levantamento das células foi realizado com recursos a utilizacdo de tripsina a
0,25% (Sigma-Aldrich, T4049, Germany)

3.5. Avaliagdo do efeito neurotdoxico da dopamina e 6-OH-
dopamina

Para avaliar o efeito neurotdxico da DA e 6 —OHDA sobre a viabilidade celular das
células SH-SY5Y foram preparadas diferentes concentragdes de DA (30, 100, 300,
1000, 3000 pM) e 6-OHDA (10, 30, 100, 300, 1000M) em meio de DMEM sem soro.
Apbs as células atingirem a confluéncia total, removeu-se 0 meio destas e adicionou-se
200ul de cada concentracdo de DA e 6-OHDA em estudo, previamente filtradas
esterilmente com filtros de 0,2 um (Whatman, 67812502, UK). Todas as solu¢cfes foram
incubadas com as células durante 24horas. De modo a compreender se os efeitos

neurotéxicos induzidos pela DA e 6-OHDA seriam dependentes do tempo foram
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realizados ensaios as 6, 12, 24 e 48horas para diferentes concentracfes de DA
(300,1000,3000uM) e 6-OHDA (100,300,1000uM).

O efeito das diferentes concentragdes de 6-OHDA e DA sobre a linha celular em estudo
foi revelado pelo método de MTT. O procedimento para o método de MTT foi realizado

conforme descrito no ponto 3.7.

3.6. Avaliacdo do potencial protetor dos extratos de macroalgas
com elevada capacidade antioxidante na prevencdo do efeito

neurotoxico induzido pela Dopamina e 6-OH-dopamina

A avaliacdo do efeito protetor dos extratos das macroalgas sobre a neurotoxicidade
induzida pela DA (1000uM) e 6-OHDA (100uM) na viabilidade celular das células SH-
SY5Y foi realizado apds 24 horas de incubacdo. As concentracdes de DA e 6-OHDA
foram definidas a partir do valor ICso obtido na experiéncia anterior (conforme descrito
no ponto 3.5). As solugBes com os extratos das macroalgas foram preparadas em meio
DMEM sem soro e testadas a concentracdo final de Img/mL. Apds as células atingirem
a confluéncia total, removeu-se 0 meio destas e adicionou-se 100uL das solucgdes
contendo DA e 6-OHDA e 100uL dos extratos das macroalgas nas respetivas situacoes,
tendo-se efetuado para todos os extratos os respetivos controlos (extrato de alga em
DMEM sem soro). Todas as solucbes foram previamente filtradas esterilmente com
filtros de 0,2um (Whatman, 6780-2502, UK). O efeito protetor dos extratos das
macroalgas sobre a neurotoxicidade induzida pela DA (1000pM) e 6-OHDA (100uM)
na viabilidade celular do modelo em estudo foi revelado pelo método de MTT (descrito
no ponto 3.7).

3.7. Meétodo 3-[4, b5-dimethylthiazol -2-yl] -2, 5- diphenyl
tetrazolium bromide (MTT)

O método MTT baseia-se na reducdo de sais tetrazolicos de MTT por desidrogenases

mitocondriais metabolicamente ativas (células viaveis) em cristais de formazam.

Posteriormente, estes cristais sdo dissolvidos num solvente orgéanico de modo a serem

medidos espectrofotometricamente permitindo estabelecer uma relagdo com o numero

de células viaveis, pois quanto maior a quantidade de células viaveis maior a quantidade

de cristais de formazan formados (Rotter et al.,1993; Castell & Gémez —Lechon, 1997)
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Neste trabalho experimental o0 método MTT foi adaptado do trabalho realizado por
Yuan e Walsh (2006). Ap6s o periodo de 24 horas de incubagdo aspirou-se 0 meio
contendo as solugdes testadas e lavou-se as células com 200uL de tampdo Hank’s
(composicdo do meio em mM: Nacl 137;KCI 5;MgSOs 0,8; NA2HPO4 0,33;KH2PO4
0,44:CaCl> 0,25:MgCl 1,0:Tris HCI 0,15; Butirato de sédio 1,0 pH=7,4). Apls a
lavagem adicionou-se 100uL de MTT (1,2mM) (Sigma- Aldrich, M5655, Germany),
previamente dissolvido em tampdo Hank’s. De seguida, as células foram incubadas
durante 3 horas a 37°C, com 5% de CO> e em atmosfera humidificada (95%). Ap0s este
periodo de tempo solubilizou-se os cristais de formazan resultantes, atraves da adicao de
100puL de (Scharlau, Al03232500, Spain) de HCI a 0,04M (dissolvido em isopropanol
(Scharlau, Al03232500, Spain) (Acido cloridrico) (VWR, 20252.335, France) (processo
realizado em gelo). Posteriormente, as células foram incubadas a temperatura ambiente
e protegidas da luz durante 1 hora.

Os resultados foram obtidos através da leitura de absorvancia num leitor de placas
(Biotec, Synergy H1 Hybrid Reader, Monochohromotor systiem, winooski) a um
comprimento de onda de 570nm. Os resultados do efeito protetor dos extratos das
macroalgas nas células SH-SY5Y, na presenca de DA e 6-OHDA, foram apresentados

em percentagem do controlo, sendo calculados através da seguinte equacéo:

(% ContrOIO) = (AbS amostra [ Abs controlo) x 100

Onde a Abscontrolo cOrresponde a absorvancia do controlo (células cultivadas em meio de
cultura contendo o veiculo) e a AbSamostra COrresponde a absorvancia da amostra em teste
(células cultivadas em meio de cultura contendo os extratos na presenca de 6-OHDA e
DA)

3.8. Quantificacdo do H20>
O H,0, foi quantificado fluorometricamente, recorrendo ao Kit “Amplex ™ Red
hydrogen Peroxide Assay Kit” (Life Tecnologies, USA, A22188). O amplex red ¢ um
fluoréforo que evidencia uma fluorescéncia basal extremamente baixa e que reage numa
relagdo 1:1 com H20>. Iniciada esta reacdo, e na presenca de peroxidase do rabano,
ocorrem sucessivas reagdes que culminam com a producdo de um produto final

altamente fluorescente, designado por resofurina (Mohanty et al, 1997). A quantificagcdo
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de H2O, foi acompanhada em tempo real durante 60minutos, tendo sido calculada
através do declive da fase linear da curva de fluorescéncia resultante da producédo de
H>O2 em tempo real. Para além disso, foi também efetuada a quantificagdo no meio
extracelular durante o tratamento com os extratos e com as solucGes de 6-OHDA e DA.
A intensidade da fluorescéncia foi quantificada a temperatura ambiente, num leitor de
placas, utilizando como comprimentos de onda de excitacdo e emisséo, 530 e 590nm,
respetivamente. A taxa de producdo de perdxido foi calculada, tendo como referéncia
uma curva de calibracdo (tempo vs. intensidade de fluorescéncia), previamente

elaborada a partir de concentragdes conhecidas de H.O2 (0, 1, 2,3, 4, 5uM).

3.9. Atividade da caspase-3
A atividade da caspase -3 foi avaliada através da utilizagdo do kit “Caspase Assay kit”
(Sigma, USA, Casp3f). As células foram cultivadas em placas de 6 pocos (Thermo
Fisher, Korea, 130184) e tratadas com DA, 6-OHDA e com os extratos das macroalgas
durante um periodo de tempo de 1, 3 e 6 horas. Findo este tempo, 0 meio de cultura foi
aspirado e as células foram lavadas com tampdo Hank’s por duas vezes (2mL).
Posteriormente, as células foram ressuspendidas em tampdo Hank’s (2 mL), coletadas
para microtubos e centrifugadas a 5000 rota¢des por minuto (rpm) durante 5 minutos a
temperatura de 4°C. O pellet resultante de cada poco foi ressuspendido em 100uL de
tampdo de lise (1x) fornecido pelo Kit, sendo de seguida incubado em gelo durante 20
minutos. Apos este periodo efetuou-se uma centrifugacdo a 12000 rpm durante 20
minutos, a temperatura de 4°C. O sobrenadante resultante foi coletado para novos
microtubos. Posteriormente, foi recolhido 5uL de sobrenadante de cada amostra para
uma placa de 96 pocos, ao qual foi adicionado 200uL de substrato (dissolvido em
tampdo de ensaio), que consiste numa sequéncia especifica de aminoacidos para a
caspase-3, acoplada a um fluoréforo (rodamina 110). Este substrato ndo fluorescente é
especifico para a caspase-3, sendo a rodamina 110 (altamente fluorescente) o produto
resultante da reacdo de clivagem. A clivagem do substrato e a fluorescéncia resultante
da acumulacdo de rodamina 110 foram seguidas, durante 60 minutos, & temperatura
ambiente no leitor de microplacas. Os comprimentos de onda de excitacdo e de emissédo
utilizados foram 360nm e 460nm, respetivamente. Para cada amostra foi quantificado o
contetdo de proteina pelo método de Bradford (Bradford, 1976), usando-se a albumina
sérica bovina (BSA) (Sigma, Germany, A2153) como padrdo. Assim, a atividade da

caspase—3 foi calculada pelo declive da fase linear da curva de fluorescéncia resultante
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da acumulacdo de rodamina 110, sendo expressada em unidades arbitrarias de
fluorescéncia por mg de proteina, por minuto (Afluorescéncia (u.a)/mg de
proteina/minuto).

3.10. Potencial Mitocondrial

Transicdo da permeabilidade mitocondrial € um passo importante na inducdo da
apoptose celular. Durante este processo, o gradiente eletroquimico através da membrana
mitocondrial colapsa.

A avaliacdo do potencial mitocondrial foi realizado através da utilizacdo do fluoréforo
JC-1 (5,5,6,6 -tetrachloro-1,1°,3,3 -tetraethylbenzimi-dazolylcarbocyanine iodide)
(Molecular Probes, USA, T3168). Em células normais, a carga negativa estabelecida
pelo potencial da membrana mitocondrial intacta permite que o fluor6foro, que
apresenta uma carga positiva, entre na matriz mitocondrial onde se acumula. Quando a
concentracdo critica é excedida formam-se agregados de JC-1 que emitem um vermelho
fluorescente. Em células apoptoticas, o potencial da membrana mitocondrial colapsa e o
JC-1 ndo pode acumular-se dentro das mitocondrias. Nestas células o fluor6foro JC-1
permanece no citoplasma numa forma monomérica emitindo uma fluorescéncia verde.
Neste ensaio as células foram cultivadas em placas de 96 pocos (Thermo Fisher, Korea,
130188) e tratadas com DA, 6-OHDA e extratos durante 3 e 6 horas em meio de cultura
sem FBS. Findo este tempo 0 meio de cultura foi retirado e procedeu-se a lavagem das
células 2 vezes com tampdo Hank’s, apos esta lavagem colocou-se 200 pL da solucédo
de JC-1 (3uM) em todos 0s pocos, incubando-se durante 15minutos a 372C. Apos este
tempo, procedeu-se novamente a uma lavagem com 200uL de tampdo Hank’'s e
colocou-se 100pL de tampdo Hank’s, tendo-se de seguida realizado uma leitura com
intervalos de 1,5 minutos durante 30 minutos, acompanhando a formacdo de agregados
de JC-1 (excitacdo/emissdo de 490/590nm) e ao mesmo tempo analisando a forma
monomeérica de JC-1 (excitagdo/emissdo de 490/530nm). Apos este periodo, procedeu-
se a uma lavagem com 200puL de tamp&o Hank’s e adicionou-se 200uL de uma solugéo
contendo o desacoplador mitocondrial Carbonyl cyanide 4 — (trifluoro-methoxy)
phenylhydrazone (FCCP) (2,5uM) (Sigma, USA, C2920) e a oligomicina A (1pg.mL™),
um inibidor da atividade da ATP sintetase (Sigma, USA, 75351), procedendo-se a

leitura da fluorescéncia do modo anteriormente descrito.
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Os resultados foram obtidos através da razéo entre 0s mondémeros/agregados de JC-1 e

apresentados em percentagem do controlo.

3.11. Anélise estatistica

Com o objetivo de avaliar a neurotoxicidade induzida pela DA e 6-OHDA e o0s seus
mecanismos de acdo, bem como avaliar o efeito neuroprotetor de extratos de
macroalgas com atividade antioxidante quando induzido pela DA e 6-OHDA na linha
celular SH-SY5Y, procedeu-se a andlise de variancia (ANOVA) com um fator (de
efeitos fixos) (Zar 2010). Para tal, todos os pressupostos inerentes ao método
(nomeadamente, homogeneidade de variancias e normalidade dos dados) foram
devidamente validados. Sempre que estes ndo se verificaram, realizou-se o teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis (Zar, 2010). Adicionalmente, e sempre que adequado, foi
realizado o teste de comparagGes multiplas de Dunnett, de forma a averiguar as
diferencas estatisticamente significativas com o controlo (Zar 2010) e sempre que
adequado, foi realizado o teste de comparac6es maltiplas Tukey, de forma averiguar as
diferencas estatisticas entre as amostras em estudo. Os resultados sao apresentados sob a
forma de média + erro-padrdo da média (SEM). Em todos os resultados obtidos, as
diferengas foram consideradas estatisticamente significativas ao nivel de significancia
de 0,05 (isto é, sempre que p<0,05). Todos os calculos foram realizados mediante a
utilizacdo dos softwares IBM SPSS Statistics 21 e GraphPad v5.1. A determinacdo do
ICso foi calculado a partir da andlise de regressdo ndo-linear mediante o software
GraphPad Prism com a equagdo Y =100/ (1 + 10 (X - LogIC50)).

Para avaliar o potencial antioxidante das algas em estudo foi realizado uma analise de
componentes principais (PCA) para dados de todos os métodos utilizados (DPPH,
ORAC e QTP). O PCA permitiu a detecdo de semelhancas e diferencas entre as
diferentes amostras, bem como a identificacdo das principais associac@es entre variaveis
que sdo responsaveis pela variabilidade total dos dados estudados. O modelo de PCA
foi construido sobre a média dos dados de medi¢&o, sendo a validagéo cruzada utilizada
para validar o modelo. Embora apenas os resultados relativos aos dois primeiros
componentes sejam aqui apresentados, todos os outros foram igualmente analisados.
Todos os céalculos e graficos produzidos para o estudo do PCA, foram realizados
mediante o software CANOCO for Windows 4.5 (ter Braak e Smilauer 1998).
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4.1.  Citotoxicidade induzida pela dopamina e 6-OH-dopamina

A avaliacdo do efeito neurotdxico da DA e 6-OHDA sobre a viabilidade celular das
células SH-SY5Y foi realizada apds as células atingirem a confluéncia total e através da
utilizacdo de diferentes concentracfes de DA (30-3000 uM) e 6-OHDA (10-1000uM).
Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 4 e demonstraram o efeito
das diferentes concentracdes de DA e 6-OHDA na viabilidade celular das células SH-
SY5Y apds 24horas de incubacao.
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Figura 4. Efeito da DA (30-3000uM) e 6-OHDA (10-1000 uM)) na viabilidade celular das células SH-
SY5Y (% controlo) apds 24horas de incubagdo. Resultados obtidos através do método de MTT. Os
valores correspondem a média + erro-padrdo da média (SEM) (n=16). * p<0,05 representa diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao controlo (ANOVA, teste de Dunnett).

Através da analise dos resultados obtidos (Figura 4), verificou-se que a DA e a 6-
OHDA induziram um efeito dependente da concentracdo, apos 24 horas de incubacéo.
Na situacdo com DA a concentracdo de 3000uM (12,50 £ 1,30% de células viaveis) foi
a que apresentou maior reducao da viabilidade celular nas células SH-SY5Y, ndo tendo
as concentragdes de 100uM (103,20 + 1,20% de células viaveis) e 30uM (107,10 +
1,40% de células viaveis) demonstrado qualquer efeito na viabilidade celular (ANOVA,
F(0,172= 569,53; p>0,05 (Figura 4)). Por sua vez, no tratamento com 6-OHDA as
concentragfes de 1000uM (3,70 + 1,00% de células viaveis) e 300uM (5,50 + 0,80% de
células viaveis) foram as que apresentaram maior reducdo da viabilidade celular nas

células SH-SY5Y, ndo tendo a concentracdo de 30uM (98,5 £ 3,2% de células viaveis)
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e 10uM (102,90 £ 1,40% de celulas viaveis) apresentado qualquer efeito na viabilidade
celular (p>0,05).

Por conseguinte, foi possivel definir a concentracdo de DA e 6-OHDA necesséria para
reduzir 50% da viabilidade celular (ICso) das células SH-SY5Y. Através da analise da
Tabela | verifica-se que a 6-OHDA apresentou 0 menor valor de ICso quando
comparado com a DA, sendo, aproximadamente, 10 vezes mais potente que a DA
(Tabela I).

Tabela I. Determinacdo do 1Cs da DA (30-3000 pM) e 6-OHDA (10-1000pM) na viabilidade
celular das células SH-SY5Y apds 24 horas de incubacéo. Resultados obtidos através do método de MTT.

Os valores correspondem & média + erro-padrdo da média (SEM) (n=16).

1Cs0 (LM)
Dopamina 1206 (994,4 — 1464,0)
6-OHdopamina 116,7 (93,3 — 146,0)

Para avaliar o efeito da DA e 6-OHDA ao longo do tempo na viabilidade celular das
células SH-SY5Y, incubaram-se as células com as concentracfes que apresentaram
efeito citotoxico (DA - 100, 300 e 3000uM; 6-OHDA — 100, 300, 1000uM) no ensaio
anterior as 6, 12, 24 e 48 horas. Os resultados obtidos demonstraram o efeito das
diferentes concentracdes testadas na viabilidade celular das células SH-SY5Y apos 0s

diferentes tempos de incubacdo (Figura 5).
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Figura 5. Efeito de diferentes concentragdes de DA (300-3000uM) e 6-OHDA (100-1000uM) na
viabilidade celular das células SH-SY5Y (% controlo) ao fim de 6, 12, 24 e 48 horas: A) Dopamina; B) 6
— OHDA. Resultados obtidos através do método de MTT. Os valores correspondem a média + erro-
padrdo da média (SEM) (n=16). *p<0,05 representa diferencas estatisticamente significativas em relagédo
ao controlo (ANOVA, teste de Tukey. * p<0,05 representa diferencas estatisticamente significativas em
relagdo ao tempo 6 horas referente & concentragdo definida (ANOVA, teste de Tukey). $p<0,05
representa diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao tempo 12horas referente a
concentragdo definida (ANOVA, teste de Tukey). *p<0,05 representa diferencas estatisticamente

significativas em relagdo ao tempo 24 horas referente a concentracao definida (ANOVA, teste de Tukey).
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Pelos resultados obtidos (Figuras 5A, 5B), foi possivel verificar que nas diferentes
concentrag0es de DA e 6-OHDA testadas ocorreu um efeito dependente da
concentracdo e do tempo apds 6,12, 24 e 48horas de incubacdo. Na DA a concentracao
de 3000uM foi a que apresentou maior reducdo da viabilidade celular ao longo dos
quatro tempos de incubacdo, tendo a concentragdo de 300uM apresentado o menor
efeito na viabilidade celular (ANOVA, F (g71) = 55,10, p<0,05; Figura 5A.). Para a 6-
OHDA a concentracdo de 1000uM foi a que apresentou maior reducdo da viabilidade
celular ao longo dos quatro tempos testados, tendo a concentracdo de 100uM
apresentado o menor efeito (ANOVA, Fuis7 = 202,55, p<0,05;Figura 5B.).

4.2.  Avaliacéo dos mecanismos celulares induzidos pela dopamina e 6-OH-

dopamina

Como um dos objetivos deste trabalho foi compreender o/os mecanismo/os de agédo
pelos quais a DA e 6-OHDA exercem a sua toxicidade, foram adotadas, nas
experiéncias posteriores, as concentragcdes de 300, 1000 e 3000uM para a DA e 100,
300 e 1000uM para a 6-OHDA.

4.2.1. Atividade da caspase-3
A caspase-3, uma enzima efetora na morte celular programada, foi associada a doenca
de Parkinson num estudo post-mortem em cérebros humanos veio reforcar a hipotese
que apoptose pode estar envolvida na etiologia deste processo neurodegenerativo
(Hartmann et al., 2000). Deste modo, estudou-se o efeito da DA (300, 1000 e 3000uM)
e da 6-OHDA (100, 300 e 1000uM) na atividade da caspase-3 ap6s 6 horas de
exposicdo. Os resultados encontram-se apresentados na Figura 6.
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Figura 6. Efeito de diferentes concentracfes de DA (300-3000 pM) e 6-OHDA (100-1000 pM) na
atividade da caspase-3 das células SH-SY5Y ap0s 6 horas de incubacdo. A atividade foi quantificada pelo
declive da fase linear da curva de fluorescéncia da acumulacdo de rodamina 110 (entre os 20 e
40minutos), resultante da clivagem especifica do substrato para a caspase—3, que pode ser observada pelo
insert. A) DA; B) 6-OHDA. Os resultados séo apresentados em unidades arbitrérias de fluorescéncia por
mg de proteina por minuto. Os valores de cada coluna representam a média £ erro padrdo da média
(SEM) de 3 ou 4 experiéncias independentes. *p<0,05 representa diferencas -estatisticamente

significativas em relacéo ao controlo (ANOVA, teste de Dunnett).
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Os resultados demonstram, de uma forma geral, que a DA apresenta maior estimulagédo
da atividade da caspase-3, quando comparada com o efeito induzido pela 6-OHDA. Para
a DA, a concentracdo 1000uM foi a que apresentou maior atividade da caspase-3
(165,75 = 13,72 Afluorescéncia (u.a.)/mg de proteina/minuto), por sua vez a
concentracdo de 3000uM (20,18 + 5,21 Afluorescéncia (u.a.)/mg de proteina/minuto)
(ANOVA, F3, 9=169,06, p<0,05; Figura 6A) foi a que apresentou menor atividade da
capase-3. De modo semelhante, no tratamento com 6-OHDA, a concentragdo de 300puM
foi a que apresentou uma maior atividade da caspase-3 (86,16 + 11.03 Afluorescéncia
(u.a.) /mg de proteina/minuto), sendo que a concentracdo que apresentou uma menor
atividade da capase-3 foi  1000uM (3,25 £ 1,57 Afluorescéncia (u.a.)/mg de
proteina/minuto) (ANOVA, F@, 11y =450,51, p<0,05; Figura 6B). De modo a tentar
compreender a inexisténcia de uma estimulacdo da atividade da caspase-3 dependente

da concentracdo, realizaram-se ensaios para menor tempo de exposicao (3 horas).

50+

Atividade da Capase-3
Afluorescéncia (u.a)/mg de proteina/minuto

Figura 7. Efeito de diferentes concentracbes de DA (300-3000 pM) e 6-OHDA (100-1000pM) na
atividade da caspase-3 das células SH-SY5Y ap0s 3 horas de incubacéo. A atividade foi quantificada pelo
declive da fase linear da curva de fluorescéncia da acumulacdo de rodamina 110 (entre os 20 e 40
minutos), resultante da clivagem especifica do substrato para a caspase—3. Os resultados sdo apresentados
em unidades arbitrarias de fluorescéncia por mg de proteina/minuto. Os valores de cada coluna
representam a média + erro-padrdo da média (SEM) de 3 ou 4 experiéncias independentes. * p<0,05

representa diferencas estatisticamente significativas em relacéo ao controlo (ANOVA, teste de Dunnett).

Com a diminuicdo do tempo de exposic¢do das células SH-SY5Y, foi possivel verificar
uma diminuicdo da atividade da caspase-3 quando comparado com o tempo de
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exposicdo as 6 horas (Figura 6). Contudo, € notdrio que a concentracdo de DA a
1000uM (40,21 + 1,97 Afluorescéncia (u.a.)/mg de proteina/minuto) continuou a
apresentar maior atividade da enzima quando comparado com a concentracdo de
3000puM (3,14 + 0,40 Afluorescéncia (u.a.)/mg de proteina/minuto) (p<0,05). No
entanto, para a 6-OHDA foi possivel verificar uma dependéncia da concentracao,
observando-se um maior efeito na atividade da caspase-3 para a concentragdo de
1000uM, o que nédo aconteceu para o tempo de exposicao de 6 horas (p<0,05; Figura 6).
Deste modo, decidiu-se verificar a atividade da caspase-3 nas células SH-SY5Y ao fim

de 1 hora de incubagdo com DA (Figura 8).
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Figura 8. Efeito de diferentes concentragdes de DA (300 -3000 puM) na atividade da caspase-3 das
células SH-SY5Y apds 1 hora de incubagdo. A atividade foi quantificada pelo declive da fase linear da
curva de fluorescéncia da acumulacdo de rodamina 110 (entre os 20 e 40minutos), resultante da clivagem
especifica do substrato para a caspase-3. Os resultados sdo apresentados em unidades arbitrarias de
fluorescéncia por mg de proteina por minuto. Os valores de cada coluna representam a média + erro-
padrdo da média (SEM) de 3 a 4 experiéncias. * p<0,05 representa diferencas estatisticamente

significativas em relagéo ao controlo (ANOVA, teste de Dunnett).

Através da anélise da figura 8 observa-se uma vez mais, que a concentra¢do que induziu
maior atividade da caspase-3 foi a de 1000uM (6,52 + 1,34 Afluorescéncia (u.a.)/mg de
proteina/minuto), ndo tendo a concentracdo de 3000uM (0,0 + 0,44 Afluorescéncia
(u.a.)/mg de proteina/minuto) apresentado atividade da caspase-3 comparativamente ao
controlo (p<0,05). Verificou-se que o efeito da DA na indugédo da atividade da caspase -
3 nas células SH-SY5Y manteve um perfil constante ao longo dos trés tempos de

incubacé&o testados (1, 3 e 6 horas).
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4.2.2. Quantificacdo do H202

Ao longo do ciclo de vida, o organismo pode estar sujeito a episodios de stress
oxidativo induzido por elevadas taxas de consumo de oxigénio (Fang et al.,2002),
levando ao aumento excessivo na producdo de espécies reativas de oxigénio, como o
H>0>. A toxicidade induzida pela DA e 6-OHDA em culturas celulares est4 associada
normalmente a producgdo de H20», gerado durante 0 metabolismo da DA ou durante a
autoxidacdo da DA e 6-OHDA (Pedrosa & Soares-Silva 2002). Deste modo, apds o
periodo de incubacgdo da linha celular SH-SY5Y com DA e 6-OHDA foi avaliado a
producdo de H2O2 em tempo real, bem como a concentracdo de H>O. acumulada no

meio extracelular.

4.2.2.1.  Producéo de H202 em tempo real
Para clarificar de que forma a reducdo da viabilidade, mediada pela DA e 6-OHDA, esta
relacionada com a produgéo de H20O>, este foi quantificado apos 12 horas de incubagéo,
em tempo real nas células SH-SY5Y quando expostas a diferentes concentracdes dos

referidos farmacos (Figura 9).
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Figura 9. Efeito das diferentes concentragdes de DA (300-3000 uM) e 6-OHDA (100-1000 pM) nos
niveis de perdxido de hidrogénio (H202) ao fim de 12 horas de incubacéo nas células SH-SY5Y. O H,0,
foi quantificado fluorometricamente, recorrendo a um kit “Amplex ™ red hydrogen peroxide assay kit”.
Os valores de cada coluna representam a média + erro-padrdao da média (SEM). *p<0,05 representa

estatisticamente significativas em relagdo ao controlo (ANOVA, teste de Dunnett).
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Os resultados evidenciam, claramente, que ambos os farmacos levam a uma estimulagdo
da producdo de H>O> de uma forma dependente da concentracdo, tendo a DA induzido
uma maior estimulagdo na producédo de H202, quando comparado com a 6-OHDA
(ANOVA, F, 21)=582,84, p<0,05; Figura 9). A concentracdo de 3000pM de DA induziu
0 maior aumento na produgdo de H.O> (2136,70 = 59,93% do controlo), tendo a DA
300uM (372,91 £ 10,38% do controlo) apresentado a menor estimulacdo (p<0,05). Para
o tratamento com 6-OHDA, a concentracdo que apresentou maior variagao de H>O> foi
a 1000uM (290,81 + 2,44% controlo), tendo a concentracdo de 100uM (214,25 + 8,46

% do controlo) apresentado a menor estimulagéo (p<0,05).

422.2. H202 acumulada no meio extracelular

Para clarificar de que forma a reducdo da viabilidade, mediada pela DA e 6-OHDA, esta
relacionada com a producéo de H20», foi também quantificado o H.O2 acumulado no no
meio extracelular das células SH-SY5Y ap6s 12 horas de incubacdo com diferentes

concentracgdes dos referidos farmacos (Figura 10).
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Figura 10. Efeito de diferentes concentracGes de DA e 6-OHDA na concentracdo de H,O, existente no
meio extracelular das células SH-SY5Y ap6s 12 horas de exposicdo. O H,0, foi quantificado
fluorometricamente, recorrendo a um kit “Amplex ™ red hydrogen peroxide assay kit”. Os valores de
cada coluna representam a média + erro-padrdo da média (SEM). *p<0,05 representa estatisticamente

significativas em relagéo ao controlo (ANOVA, teste de Dunnett).
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No meio extracelular verifica-se que a DA leva ao aumento da acumulacgéo de H.O, de
uma forma dependente da concentragdo. A DA provocou um maior aumento na
concentragdo de H>O> no meio extracelular quando comparado com a 6-OHDA
(ANOVA, F, 21)=84,35, p<0,05; Figura 10). A concentracdo de DA que induziu maior
acumulacgdo de H>O> foi a de 3000puM (4,60 + 0,43uM) tendo a DA 300uM (1,5 £ 0,06
KUM) induzido os menores aumentos nos niveis de H20, (p<0,05). Para a 6-OHDA a
concentracdo associada a maior concentracdo de H>O: extracelular foi 6-OHDA
1000uM (0,80 £ 0,05 uM) . Contudo, apenas a concentracdo 1000uM de 6-OHDA
apresentou efeito na producdo de H20> para 0 meio extracelular quando comparado com
o controlo (0,50 £ 0,014uM) (p<0,05; Figura 10), no entanto, € possivel verificar uma

tendéncia dependente da concentracéo .

4.2.3. Potencial mitocondrial

A neurodegenerescéncia seletiva que caracteriza a DP tem sido associado a Varios
processos intracelulares, nomeadamente a uma disfuncdo da mitocéndria (Perfeito &
Rego, 2011).

Tendo em vista determinar se a morte celular induzida pela DA e 6-OHDA seria
mediado por uma disfuncdo mitocondrial estudou-se o efeito da DA (300, 1000 e
3000uM) e da 6-OHDA (100, 300 e 1000uM) no potencial mitocondrial. O efeito foi
avaliado pelo método JC-1, tendo sido o potencial mitocondrial determinado pela razdo
entre 0s mondmeros/ agregados de JC-1 ao fim de 3 e 6 horas de exposicdo. Os
resultados encontram-se representados na Figura 11.
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Figura 11. Efeito de diferentes concentragdes: A) DA (300, 1000, 3000uM); B) 6-OHDA (100, 300,
1000uM) no potencial mitocondrial ap6s 3 e 6 horas de incubacdo com células SH-SY5Y. O potencial
mitocondrial foi quantificada pela entrada de mondmeros (530 nm) na mitocdndria e acumulagdo de
agregados (590 nm) de JC-1 (durante 20 e 30 minutos). Os resultados foram obtidos a partir da relacdo
entre os mondmeros / agregados. Os valores em cada coluna representam a média + erro - padrdo da
média (SEM) de 3 a 4 experiéncias. * p<0,05 representa diferencas estatisticamente significativas em
relacdo ao controlo (ANOVA, teste Tukey). § p<0,05 representa diferencas estatisticamente significativas

em rela¢do ao tempo 3 horas para cada concentracdo (ANOVA, teste Tukey).
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Os resultados evidenciam que os farmacos afetam o potencial mitocondrial das células
SH-SY5Y, de uma forma dependente da concentragdo e do tempo, tendo a 6-OHDA
apresentado maior razdo mondémeros/agregados JC-1 quando comparado com a DA
(ANOVA, F(7.48) = 68,7, p<0,05; Figura 4).

Apbs 3 horas de incubacdo com DA 3000uM verificou-se um aumento de trés vezes na
razdo mondmeros/agregados JC-1 (303,2 £ 7,32 % do controlo) quando comparado com
o controlo (100,0 + 1,53% do controlo), no entanto apds 6 horas de incubacdo, a
concentracdo 1000puM (213,3 £ 7,27% do controlo) foi a que apresentou maiores
aumentos da razdo mondmeros/agregados JC-1 quando comparado com o controlo. Para
0 tratamento com 6-OHDA durante 3 horas de incubagdo verificou-se um maior
aumento na razdo monomeros/agregados JC-1 para a concentracdo de 300uM (284,1+
3,82% do controlo) quando comparado com o controlo (100,0 + 1,53% do controlo), no
entanto ap6s 6 horas de incubacdo a concentracdo de 1000uM (516,4 + 31,95% do
controlo) foi a que apresentou maiores aumentos da razdo monémeros/agregados JC-1
quando comparado com o controlo (100,0 £ 1,53% do controlo).

De uma maneira geral é possivel assim verificar que ambos os farmacos induzem
despolarizacdo mitocondrial, apresentando uma maior quantidade de monémeros do que
agregados de JC-1 na mitocondria quando comparado com o controlo, quer ao tempo de
3 e 6 horas.

4.3. Avaliacdo da capacidade antioxidante de extratos de macroalgas

no efeito neurotoxico induzido pela dopamina e 6-HO-dopamina

De entre 0s organismos marinhos, as algas tém demonstrado que poderdo ser uma fonte
de novas moléculas com atividade antioxidante. Deste modo, os extratos de macroalgas
com maior capacidade antioxidante foram utilizados para avaliar o seu potencial
neuroprotetor face aos efeitos neurotéxicos induzidos na viabilidade celular no modelo
celular, SH-SY5Y.

4.3.1. Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos de algas da costa de Peniche foi avaliada através

da quantificacdo total de polifenois (QTP) (mg Equivalente de AG/g de extrato) do

método DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical)

(% de reducéo) e pelo método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) (umol de
44



Resultados

Equivalentes de trolox/g de extrato). Esta parte experimental foi previamente realizada
no grupo de investigagéo, onde o presente trabalho foi desenvolvido. Neste sentido, e
por forma a perceber quais as algas que apresentavam capacidade antioxidante mais
relevante, os dados foram analisados mediante uma andlise de componentes principais
(ACP) (Figura 12).
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Figura 12. Analise de componentes principais (ACP) do teor de compostos fendlicos totais (QTP) e
antioxidante (DPPH e ORAC) de 27 algas da costa de Peniche (algas verdes (¢fracdo metandlica;
Ofracdo diclorometano); algas Castanhas (® fracdo metandlica; O fracdo diclorometano); algas

vermelhas (A fragdo metandlica, A fracdo diclorometano))(ANEXO I).

A andlise de componentes principais foi realizada para obter uma visdo geral das
semelhancas e diferencas entre as 54 fragdes (Metanol e Diclorometano) estudadas,
obtidas a partir de 27 espécies de algas diferentes e investigar as relacfes entre 0s
diferentes métodos utilizados para avaliar a atividade antioxidante.

As duas primeiras componentes principais (PC1 e PC2) explicam 66,4% e 21,3% da
variancia total do conjunto de dados, respetivamente (Figura 11). Através da anélise da
primeira componente principal (PC1) (Figura 12), o eixo horizontal expressa uma
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oposicdo entre DPPH (esquerda) e QTP (direita). Além disso, QTP apresentou uma
correlacdo negativa com DPPH. Adicionalmente, é possivel observar que QTP
apresenta uma posicdo intermédia entre eixos 1 e 2, assim como uma correlacdo nula
com ORAC (Figura 11). A atividade do DPPH é expressa pelo ICso, podendo verificar-
se que as algas que apresentaram alto contetdo fendlico também exibiram alta atividade
redutora sobre o radical DPPH (por exemplo, as fragdes metanodlicas de Fucus spiralis
(MC3), Sargassum muticum (MC?9), Bifurcaria bifurcata (MC5), Cystoseira usneoides
(MC12)) (Grupo I). Por outro lado, a fracdo diclorometano de Cystoseira tamariscifolia
(DC10), Colpomenia peregrina (DC7) e Porphyra linearis (DR6) (Grupo 1I)
apresentaram baixos niveis de QTP, bem como fraca atividade de reducéo do radical
DPPH, pois localizam-se no lado oposto do PC1 (Figura 12). A segunda componente
principal (PC2), explicou a variacdo entre as amostras em relacdo a atividade de
neutralizar os radicais péroxilo (ORAC). Quase todos o0s extratos metanolicos
apareceram na parte positiva da PC2, devido a sua atividade relativamente elevada,
enquanto que no método de ORAC quase todos os extratos de diclorometano foram
localizados na parte negativa do PC2 (Figura 12).

Deste modo, as algas utilizadas na continuacdo deste estudo foram as que apresentaram

maior atividade antioxidante (Grupo ).

4.3.2. Citotoxicidade induzida pela dopamina e 6-HO-dopamina na

presenca dos extratos de macroalgas

Foi realizado um ensaio de citotoxicidade das algas em estudo para se verificar, se das
12 fragdes das algas que apresentaram maior atividade antioxidante, quais
apresentariam um efeito citotdxico para as células SH-SY5Y. Deste modo, foi avaliado
o efeito citotoxico apos as células atingirem a confluéncia total. De seguida incubaram-
se as células com os extratos de algas a concentragdo de 1mg.mL™ durante 24 horas de

incubacéo.

46



Resultados

140- 1 Metanol
T T [ Diclorometano
120+ T
= T —L L
= _ 100+ *
© O T
L
o S 80- o
S 5 T
S 9 601 *
= X
o<
g 40- *
201
* *
0_ T T l__:__l T T T T T T T l__:__I T
v (=) () o D X QLo ] o o
CSFF L F LS S S
F X O NP PO @
O F R DT NP L
STH TR LF ST E S
I GO R = N P
o7 QL & > > 90 900 L & N
& & F SR O &SP S
A & & S K S S S S
O E M N Ce)
oD

Figura 13. Efeito citotoxico dos extratos de algas em estudo sobre a viabilidade celular das células SH-
SY5Y (% controlo) apés 24horas de incubagdo (1mg.mL™?). Resultados obtidos pelo método de MTT. Os
valores correspondem a média * erro-padrdo da média (SEM) (n=16). * p<0,05 representa diferencas

estatisticamente significativas em relacdo ao controlo (ANOVA, teste de Dunnett, p>0.05).

A observacdo dos resultados obtidos (Figura 13) permite verificar que das 12 fracbes
das algas testadas, apenas 6 extratos ndo apresentaram efeito citotoxico na viabilidade
celular das células SH-SY5Y (ANOVA, Fu2106) = 44,104,p>0,05;Figura 13), sendo
estes selecionados para 0s ensaios posteriores.

Como um dos objetivos deste trabalho consistiu no estudo do efeito preventivo das
algas com elevada capacidade antioxidante, procedeu-se a incubac¢do das células com os
extratos de algas a concentragdo de 1mg.mL™* na presenca e na auséncia de DA
(1000uM) ou 6-OHDA (100uM). Os resultados obtidos encontram-se representados na
figura 14.
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Figura 14. Efeito neuroprotetor dos extratos de algas em estudo a concentragdo de 1mg.mL™* na morte
celular induzida pela DA (1000uM) e 6-OHDA (100uM) nas células SH-SY5Y (% do controlo) apos 24
horas de incubacdo. Resultados obtidos pelo método de MTT. Os valores correspondem a média * erro-
padrdo da média (SEM) (n=16). "p<0,05 representa diferencas estatisticamente significativas em relagéo
ao controlo (ANOVA, teste de Dunnett). p<0,05 representa diferencas estatisticamente significativas em
relacdo a situagdo da DA (ANOVA, teste de Dunnett). $p<0,05 representa diferencas estatisticamente
significativas em relacdo a situacdo da 6-OHDA (ANOVA, teste de Dunnett).

De um modo geral as algas em estudo demonstraram ter potencial de prevenir a
toxicidade induzida pela DA (1000uM) e pela 6-OHDA (100uM) ao fim de 24 horas de
exposicao (p<0,05; Figura 14). Através da andlise da Figura 14, é possivel verificar que
existiu uma reducdo da viabilidade celular quando as células foram expostas a uma
concentracdo de 1000uM de DA (56,41 + 5,05% de células viaveis) em comparagédo
com o controlo (100 % 1,99 de células viaveis). Por sua vez, quando se adicionou 0s
extratos de algas & concentragdo de 1mg.mL™ observou-se um aumento da viabilidade
celular, sugerindo um efeito neuroprotector destes face a neurotoxicidade induzida pela
DA. Os extratos de algas que mediaram um maior aumento da viabilidade celular foram
a fracdo metandlica da Saccorhiza polyschides (89,26 + 8.26% de células viaveis),
Sargassum muticum (82,37 * 6,41% de células viaveis) e Codium tomentosum (81,29 +
3.68% de células viaveis) (ANOVA, Fs, 33)= 9,58,p<0,05; Figura 14). Por outro lado, 0s

extratos da Padina pavonica e Ulva compressa ndo revelaram qualquer efeito (p>0,05).
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Por sua vez, quando as células foram expostas a uma concentracdo de 100uM de 6-
OHDA (66,76 = 3,24% de ceélulas viaveis) verificou-se também uma redugdo da
viabilidade celular. Com a adigdo dos extratos de algas a concentragdo de 1mg.mL™
verificou-se um aumento da viabilidade celular, obtendo-se um efeito neuroprotector
das algas quando induzida pela 6-OHDA. Contudo, o extrato das algas que apresentou
um maior efeito preventivo na morte celular induzida pela 6-OHDA foram as fragOes
metanolica da Sargassum muticum (115,80 + 8,53% de células viaveis), Saccorhiza
polyschides (106,51 + 4,26% de células viaveis), Codium tomentosum (103,17 £ 7,25%
de celulas viaveis) e Padina pavonica (95,98 + 3.95% de células viaveis) (ANOVA, F
6, 73) =11,13,p<0,05; Figura 13), sendo que a fracdo diclorometano da Sargassum
muticum (83,26 + 1,99% de células vidveis) ndo apresentou qualquer efeito sobre a
viabilidade celular (p>0,05).

4.3.3. Avaliacao do efeito dos extratos de macroalgas nos mecanismos de
citotoxicidade induzidos pela dopamina e 6-OH-dopamina

4.3.3.1. Atividade da caspase-3

Como referido anteriormente, 0s processos neurotdxicos medidos pela DA e 6-OHDA
encontram-se normalmente associados ao stress oxidativo. Estando a apoptose
normalmente associada a este mecanismo. De modo a verificar se 0 aumento da
viabilidade celular induzida pelos extratos de algas testadas seria mediado pelo bloqueio
da atividade da caspase-3, avaliou-se o efeito neuroprotetor dos extratos de algas
(Img.mL™) durante 6 horas de incubacdo quando as células foram expostas a DA
(1000uM) e 6-OHDA (100uM).
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Figura 15. Efeito da DA (1000uM) e 6-OHDA (100uM) na atividade da caspase-3, na presenca dos
extratos de algas a 1mg.mL* apds 6 horas de incubacédo. A atividade da caspase-3 foi quantificada pelo
declive da fase linear da curva de fluorescéncia da acumulacdo da rodamina 110 (entre os 20 e
40minutos), resultante da clivagem especifica do substrato para a caspase-3. Os valores de cada coluna
representam a média + erro-padréo da média (SEM) de 3 a 4 experiéncias. * p<0,05 representa diferengas
estatisticamente significativas em relacdo ao controlo (ANOVA, teste de Dunnett). # p<0,05 representa
diferengas estatisticamente significativas em relacdo a situagdo apenas com DA (ANOVA, teste de
Dunnett). $p<0,05 representa diferencas estatisticamente significativas em relagdo a situacdo apenas com
6-OHDA (ANOVA, teste de Dunnett).

Deste modo, foi possivel verificar que de uma forma geral todos os extratos de algas
conseguiram diminuir a atividade da caspase-3 quando comparados com o controlo
(p<0,05). Na situagdo com DA 1000uM (66,46 + 1,49/ fluorescéncia (u.a.)/mg de
proteina/minuto) verificou-se um aumento da atividade da caspase-3. Contudo quando
adicionado o extrato de algas observou-se uma diminuigéo da atividade da caspase-3 em
comparagdo com a DA. Os extratos que mediaram um efeito mais marcado na redugéo
da atividade da caspase-3 foram a Sargassum muticum (2,53 + 2,49A fluorescéncia
(u.a.)) /mg de proteina/minuto), Saccorhiza polyschides (4,71 = 0,70A fluorescéncia
(u.a.) /mg de proteina/minuto) (ANOVA, F (s, 14) = 85,07, p<0,05; Figura 15). Estes
resultados sugerem que a prevencdo do efeito mediado pela DA poderd estar

relacionado pela reducéo da atividade da caspase-3.
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Tal como verificado anteriormente, o tratamento com 6-OHDA 100uM (22,56 £ 1,71A
fluorescéncia (u.a.) /mg de proteina/minuto) provocou um aumento da atividade da
caspase-3 (p<0,05). Contudo, quando se adicionou os extratos de algas constatou--se
uma diminuicdo da atividade da caspase-3 quando comparado com a 6-OHDA. Deste
modo, € possivel observar que os extratos que, de um modo geral, apresentaram um
aumento da viabilidade celular (Figura 14) reduziram a atividade da caspase-3, como a
Sargassum muticum (4,52 + 1,36/ fluorescéncia (u.a.)/mg de proteina/minuto),
Saccorhiza polychides (2,73 £ 1,10A fluorescéncia (u.a.) /mg de proteina/minuto),
Padina pavonica (3,15 + 0,28 A fluorescéncia (u.a.)/mg de proteina/minuto), Codium
tomentosum (2,58 + 1,77A fluorescéncia (u.a.)/mg de proteina/minuto) e Ulva
compressa (10,79 + 0,76 A fluorescéncia (u.a.)/mg de proteina/minuto) (ANOVA, F ¢,
13) = 8,45, p<0,05; Figura 15). Estes dados sugerem que a prevencdo da morte celular
induzida pela 6-OHDA possa ser mediado pela reducéo da atividade da caspase-3, 0 que

também aconteceu com a DA.

4.3.3.2. Quantificacédo de H202

4.3.3.2.1. Producéo de H202 em tempo real

De modo a clarificar se 0 aumento da viabilidade celular induzida pelos extratos de
algas em estudo seria mediado pelo mecanismo do stress oxidativo, avaliou-se também
o efeito dos extratos de algas nos niveis produzidos de H>O2 em tempo real quando as

células foram expostas a DA e 6-OHDA durante 12horas de incubacao (Figura 16).
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Figura 16. Efeito dos extratos de algas (Img.mL™) nos niveis de peréxido de hidrogénio produzidos
pelas células SH-SY5Y na presenca de DA (1000uM) e 6-OHDA (100puM) ao fim de 12 horas de
incubacao . O perdxido de hidrogénio foi quantificado fluorometricamente, recorrendo a um kit “Amplex
™ red hydrogen peroxide assay kit”. Os valores de cada coluna representam a média * erro-padréo da
média (SEM). * p<0,05 representa diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controlo
(ANOVA, teste de Dunnett). # p<0,05 representa diferencas estatisticamente significativas em relacdo a
situagdo com a DA (ANOVA, teste de Dunnett). $p<0,05 representa diferencas estatisticamente

significativas em relacéo a situacdo com 6-OHDA (ANOVA, teste de Dunnett).

A DA a 1000pM (363,8 + 28,58 % do controlo) e 6-OHDA a 100uM, tal como
verificado anteriormente aumentaram a producdo dos niveis de H2O2 nas células SH-
SY5Y (p<0,05). Contudo, apenas o extrato metandlico da Padina pavonica reduziu o
efeito mediado pela DA (208,74 = 41,16 % do controlo). Por outro lado os extratos das
algas Saccorhiza polychides (871,64 = 31,41% do controlo) e Codium tomentosum
(689,67 = 92,07% do controlo) estimularam a producdo de H202 (ANOVA, Fg, 17)=
7,01,p<0,05; Figura 16). No entanto, na presenca de 6-OHDA o extrato de alga da
fragéo diclorometano de Codium tomentosum (54,07 + 6,66 % do controlo) foi a que
apresentou uma maior reducdo dos niveis de H20.. Por outro lado, o extrato de
Sargassum muticum (132,58 + 10,68 % do controlo), Padina pavonica (122,31 + 1,38
% do controlo) e Saccorhiza polychides (150,53 + 23,54% do controlo) também

reduziram consideravelmente o aumento da produgdo de H>O> induzido pela 6-OHDA
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(ANOVA, F.16=18,18, p<0,05; Figura 16), ndo tendo a Ulva Compressa apresentado
qualquer efeito (p>0,05).

4.3.3.2.2. H202 acumulado no meio extracelular

Para verificar se 0 aumento da viabilidade celular induzida pelos extratos de algas
testadas seria mediado pelo mecanismo do stress oxidativo, avaliou-se também a
concentragdo de H.O> produzido para o meio extracelular durante incubacdo com DA

na presenca dos extratos de algas (Figura 17).
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Figura 17. Efeito dos extratos de algas (1mg.mL™) na acumulagéo extracelular de H,O; nas células SH-
SY5Y na presenca de DA (1000uM) ao fim de 12 horas de incubacdo. O H,O, foi quantificado
fluorometricamente, recorrendo a um kit “Amplex ™ red hydrogen peroxide assay kit”. Os valores de
cada coluna representam a média + erro-padrdo da média (SEM). * p<0,05 representa diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao controlo (ANOVA, teste de Dunnett). ® p<0,05 representa

diferencas estatisticamente significativas em relacdo a situacdo com DA (ANOVA, teste de Dunnett).

Deste modo, tal como verificado anteriormente, a DA 1000uM (2,2 £ 0,02 H202uM)
aumentou a concentracdo H>O> no meio extracelular (Figura 16). Contudo, quando
adicionado os extratos de algas, verificou-se apenas uma diminui¢do da concentracgdo de
H20. acumulado extracelularmente na presenca do extrato da alga Ulva compressa (1,1
+ 0,11 H20uM) (p>0,05). Por outro lado, a alga Sargassum muticum (2,9 + 0,02
H20.uM) estimulou a acumulacdo de H20. no meio extracelular (ANOVA, F,.17)=
44,52, p>0,05;Figura 17).
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4.3.3.3. Potencial mitocondrial

Diversos estudos em modelos experimentais tem indicado que a perda de neur6nios
dopaminérgicos pode estar associado a uma disfuncdo mitocondrial. Deste modo,
também foi avaliado o efeito dos extratos de algas nas alteragcbes do potencial
mitocondrial nas células SH-SY5Y na presenca de DA e 6-OHDA. O potencial
mitocondrial foi determinado pela razéo entre os mondémeros/ agregados de JC-1 ap6s 6

horas de exposicdo (Figura 18).
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Figura 18. Efeito dos extratos de algas (Img.mL™) no potencial mitocondrial das células SH-SY5Y na
presenca de DA (1000uM) e 6-OHDA (100uM) apds 6 horas de incubacgdo. O potencial mitocondrial foi
determinado pela razéo entre 0s monémeros/ agregados de JC-1 (durante 20 e 30 minutos). Os valores em
cada coluna representam a média + erro - padrdo da média (SEM) de 3 a 4 experiéncias. *p <0,05
Representa diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controlo (ANOVA, teste Tukey). p
<0,05 Representa diferencas estatisticamente significativas em relagdo a DA (ANOVA, teste Tukey). *p
<0,05 Representa diferencas estatisticamente significativas em relacdo a 6-OHDA (ANOVA, teste
Tukey).
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Através da avaliacdo do potencial mitocondrial a partir da razdo monomeros/agregrados
de JC-1 foi possivel verificar, tal como apresentado anteriormente, que na presenca de
DA a 1000uM (162,3 = 2,34% do controlo) e 6-OHDA 100uM (144,7 £ 2,88% do
controlo) ocorreu um aumento da razdo (monomeros/agregados JC-1), verificando—se
assim uma disfuncdo mitocondrial (despolarizacdo) comparativamente ao controlo
(100,0 + 2,67% do controlo) (ANOVA, F12,1200 =370,61, p<0,05;Figura 18). Contudo,
quando foram adicionados os extratos de algas na presenca de DA, verificou-se uma
prevencdo parcial do efeito mediado pela DA na presenca do extrato Sargassum
muticum (135,7 £ 2,97% do controlo), Saccorhiza polychides (133,2 + 2,64% do
controlo), Codium tomentosum (126,7 + 5,45% do controlo) e Ulva compressa (146,5 +
5,45% do controlo). Por outro lado, na presenca da Padina pavonica (358,0 + 6,13% do
controlo) ocorreu um aumento da despolarizagdo mitocondrial induzida pela DA (Figura
18).

Por sua vez, na presenca de 6-OHDA e dos dos extratos de algas, observou-se uma
prevencdo da despolarizagdo induzida pela 6-OHDA na presenca dos extratos das algas
Sargassum muticum (49,3 £1,17% do controlo), Codium tomentosum (94,3 = 1,67% do
controlo) e Ulva compressa (91,4 + 1,08% do controlo). Por outro lado, na presenca da
Padina pavonica (129,9 + 4,60% do controlo) e da Saccorhiza polyschides (130,7
2,76% do controlo) néo existiu efeito protetivo no potencial mitocondrial induzida pela
6-OHDA gquando comparado com a situacdo apenas com 6-OHDA (p>0,05). Deste
modo, os resultados sugerem que a prevencdo da morte celular, provocada pela 6-
OHDA, conseguida pelos extratos da Padina pavonica e Saccorhiza polyschides nédo
estard a ser mediado pela prevencdo da despolarizacdo mitocondrial. Por outro lado, o
potencial neuroprotector apresentado por estas duas algas na viabilidade celular pode
ser mais tardio, isto €, ndo ser notorio as 3 horas de exposicdo no potencial mitocondrial
uma vez que o ensaio da viabilidade celular é realizado ap6s 24 horas de exposi¢do ao
farmaco na presenca dos extratos.

Deste modo, para compreender se 0 aumento da viabilidade celular provocado pela
presenca dos extratos das algas Padina pavonica e Saccorhiza polyschides realizou-se

um ensaio com 6 horas de incubagéo (Figura 19).
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Figura 19. Efeito dos extratos de algas (1Img.mL™) no potencial mitocondrial das células SH-SY5Y na
presenca de 6-OHDA ap6s 6 horas de incubacdo. O potencial mitocondrial foi determinado pela razéo
entre 0os mondmeros/ agregados de JC-1 (durante 20 e 30 minutos). Os valores em cada coluna
representam a média + erro - padrdo da média (SEM) de 3 a 4 experiéncias. *p <0,05 Representa
diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controlo (ANOVA, teste Dunnett). 5p <0,05
Representa diferencas estatisticamente significativas em relagdo a situacdo exposta a 6-OHDA (ANOVA,

teste Dunnett).

As algas Padina pavonica (132,26 = 1,95% do controlo) e Saccorhiza polyschides
(134,95 + 4,24% do controlo) ap6s 6 horas de incubacdo demonstraram diminuir a razdo
mondmeros/agregados JC-1 quando as células foram expostas a 6-OHDA a 100uM
(241,32 + 6,62% do controlo). Tendo assim verificado que a Padina pavonica e
Saccorhiza polyschides tém potencial protetor na despolarizacdo induzida pela 6-
OHDA, no entanto, o seu efeito é mais tardio (ANOVA, F34) =220,28, p<0,05;Figura
19).
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A doenca de Parkinson € uma doenga neurodegenerativa do sistema nervoso central que
resulta na deplecdo das células produtoras de dopamina, afetando cerca de 1% da
populagdo mundial (Wirdefeldt et al.,2011; Baumann, 2012). Com aumento da
esperanca média de vida da populacdo mundial, a ocorréncia deste tipo de patologia
tende aumentar contribuido significativamente para a morbilidade e para o decréscimo
da qualidade de vida dos doentes, existindo um interesse crescente no desenvolvimento
de agentes terapéuticos que retardem a progressdo do processo de neurodegenerescéncia
associado a esta doenca.

Ao longo das ultimas décadas, o conhecimento adquirido sobre a fisiopatologia da DP,
tem contribuido para o desenvolvimento de modelos celulares e animais que tem
desempenhado um papel importante no entendimento dos mecanismos associados a
morte neuronal, permitindo identificar possiveis alvos para uma terapia cada vez mais
seletiva e eficaz (Hanrott et al.,2006). A utilizacdo de neurotoxinas, como 6-OHDA tém
desempenhado um papel importante no desenvolvimento de modelos da DP,
nomeadamente através da inducdo da neurodegeneracdo dopaminérgica. Esta
neurotoxina é um andlogo hidroxilado da DA com caracteristicas estruturais
semelhantes. Uma vez acumulada no interior das células neuronais pode sofrer auto-
oxidagdo e, por conseguinte, gerar quinonas, radicais superoxido, radicais hidroxilos e
H20- (Lopes et al.,2012). A excessiva geracdo de ROS produzidas pela 6-OHDA leva
ao aumento do stress oxidativo e consequentemente leva a morte celular por apoptose
(Blum et al.,2001). Estes acontecimentos mimetizam de algum modo o que acontece
com a DA no ceérebro, visto que este neurotransmissor quando se encontra em excesso
no citoplasma das células dopaminérgicas é facilmente metabolizado pela monoamina
oxidase (MAOQ) produzindo H20> ou, por autoxidagdo, leva a formagdo de quinonas.
Este facto, leva a formacdo de radicais livres tais como radical superoxido e H20p,
conduzindo assim a ocorréncia de danos oxidativos nas células dopaminérgicas e
consequentemente a sua morte (Nikolova et al.,2012). As caracteristicas da 6-OHDA
fazem com que seja amplamente utilizada na pesquisa de novos compostos com
atividade protetora na DP.

Os efeitos neurotoxicos associados anteriormente a DA e 6-OHDA foram verificados no
presente estudo, onde os resultados demonstraram uma elevada citotoxicidade destes
compostos no modelo celular SH-SY5Y do neuroblastoma humano. De acordo com 0s
resultados obtidos verificou-se um efeito neurotdxico associado a DA e 6-OHDA na

viabilidade celular das células em estudo, dependente da concentracédo e do tempo de
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tratamento. Contudo os efeitos induzidos pela 6-OHDA demonstraram ser mais potentes
do que os efeitos induzidos pela DA. Por exemplo, apds 24 horas de incubacdo com 6-
OHDA 1000 puM e DA 1000uM o numero de células vidveis foram 10 e 50%,
respetivamente. Este facto é ainda mais notorio quando analisado o valor de ICso obtido
para cada um dos compostos, em que o valor obtido para a 6-OHDA (116,7 uM) foi
cerca de 10 vezes menor do que o valor obtido para a DA (1206,0 uM). O efeito da DA
na reducdo da viabilidade celular das células SH-SY5Y foi também verificada no
trabalho desenvolvido por Ham e seus colaboradores (2013), em que a DA a
concentracdo de 600 UM reduziu a viabilidade celular em cerca de 70%, demonstrado
no entanto um efeito mais marcado. Por sua vez, Esmaeili-Mahani e colaboradores
(2013) no seu estudo demonstraram também um efeito da 6-OHDA na viabilidade
celular das células SH-SY5Y dependente da concentracdo apds 24 horas de incubacéo
demonstrando uma percentagem de células viaveis de 70% a concentracdo de 100uM.
Ambos os estudos obtiveram resultados que estdo de alguma forma de acordo com 0s
resultados obtidos neste trabalho evidenciando claramente o efeito neurotoxico da DA e
6-OHDA sobre a viabilidade celular das células SH-SY5Y.

Embora a degeneracdo da via nigroestrial contribua para o aparecimento dos sintomas
da DP, os mecanismos moleculares que provocam a morte dos neuronios
dopaminérgicos ainda ndo estdo devidamente conhecidos (Shapira & Jenner, 2011).
Contudo diversos estudos tém sugerido que a perda neuronal evidenciada na doenca
podera estar associada a diferentes mecanismos celulares como o stress oxidativo, a
disfuncdo mitocondrial, a apoptose ou mesmo fatores genéticos e ambientais (Lopes et
al.,2012; Janior et al.,2007; Perfeito & Rego, 2011).

Tendo por base estes factos e de modo a compreender quais 0s mecanismos associados
a diminuicdo da viabilidade celular induzida pela presenca de DA e 6-OHDA procedeu-
se ao estudo do potencial mitocondrial, da atividade da caspase-3 e da produgédo de
H20.. De acordo com os dados obtidos, a diminuigdo da viabilidade celular das células
SH-SY5Y induzida pela DA parece ser mediada pelo aumento da produgdo de H20o,
quer no H202 produzido em tempo real apds a incubagéo, quer no H2O2 acumulado no
meio extracelular durante o processo de tratamento com DA. Também a despolarizacao
da membrana mitocondrial e 0 aumento da atividade da caspase-3 estdo associados ao
efeito induzido pela DA nas células SH-SY5Y. Por sua vez no caso da 6-OHDA os
dados obtidos sugerem que a diminuigéo da viabilidade celular do modelo em estudo

possa ser mediado por um aumento da producédo de H2O» produzido em tempo real apds
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a incubacdo, pela despolarizacdo da membrana mitocondrial e pelo aumento da
atividade da caspase-3.

Os resultados obtidos através da quantificacdo de H2O. evidenciam claramente que a
DA e a 6-OHDA estimulam o aumento dos niveis de H202, quer nos niveis acumulados
no meio extracelular, quer no H>O, produzido em tempo real apos a incubagdo. De
acordo com diversos estudos referenciados anteriormente, a DA e 6-OHDA estio
associadas a producdo de elevados niveis de ROS quer em modelos in vivo, quer em
linhas celulares como as células SH-SY5Y, podendo estas espécies contribuir para a
ocorréncia de danos oxidativos em lipidos, proteinas e ADN, bem como para a
diminuicdo de enzimas antioxidantes, como por exemplo a GSH peroxidase. Estes
acontecimentos podem ser causados por uma disfuncdo mitocondrial, como pelo
metabolismo da DA ou da 6-OHDA, levando a degeneracdo dos neurdnios
dopaminergicos na DP (Lopes et al.,2012; Esmaeili-Mahani et al.,2013; lkeda et
al.,2008). Os resultados obtidos encontram-se de acordo com estes factos, uma vez que
a presenca DA e a 6-OHDA levou a um incremento dos niveis de H202 nas celulas SH-
SY5Y. Por outro lado estes resultados sugerem que H20 produzido em tempo real apds
a incubacdo com DA e 6-OHDA e a acumulacéo de H202 no meio extracelular durante o
tratamento com a DA e 6-OHDA poderd mediar um papel crucial na citotoxicidade
observada no modelo celular em estudo. No caso da DP este facto ganha particular
interesse, uma vez que a concentracdo de Fe?* encontra-se aumentada na substancia
nigra dos doentes de Parkinson podendo o H2O> gerado ser reduzido via reagdo de
Fenton originando o radical hidroxilo (HO®) aumentando deste modo o efeito oxidativo
(Pedrosa, 2002). Qutra das evidéncias verificadas neste estudo foi a ocorréncia de
alteracdes a nivel do potencial mitocondrial. Sendo a mitocdndria um organelo celular
de grande importancia no metabolismo de uma célula, nomeadamente na producdo de
energia (ATP), alteragbes como a disfungdo mitocondrial podem ter impacto
significativo na sobrevivéncia desta. No caso da DP, diversos estudos tém amplamente
implicado a disfuncdo mitocondrial na patogénese da doenca (Perfeito & Rego, 2011).
De acordo com os resultados obtidos, a DA e 6-OHDA demonstraram induzir uma
disfuncdo mitocondrial nas células em estudo, sendo este efeito dependente da
concentracdo e do tempo. Tendo por base estes resultados e o facto de estudos
anteriores reportarem a existéncia de uma diminuicdo da atividade do complexo I da
cadeia respiratoria em musculos esqueléticos, plaquetas, fibroblastos e na substancia

nigra de pacientes com DP (Orth & Schapira, 2002; Parker et al.,1989), pode indiciar
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que os efeitos induzidos pela DA e 6-OHDA no potencial mitocondrial possam resultar
de um efeito de inibicdo sobre o complexo | da cadeia respiratéria. Por outro lado, de
acordo com Perfeito & Rego (2011), uma diminuigéo da atividade do complexo | pode
levar a uma disfuncdo mitocondrial culminando em diversas consequéncias prejudiciais
para as células nomeadamente o aumento da producdo de ROS, um decréscimo da
producdo de ATP e em danos celulares. Tais situagdes encontram-se de acordo com 0s
resultados obtidos neste trabalho, uma vez que a reducéo da viabilidade celular induzida
pela DA e 6-OHDA sugere ser mediada por uma disfuncdo mitocondrial e por aumento
da producéo de H2O:..

No que diz respeito a proteina caspase-3, quando o modelo celular foi exposto a DA e
6-OHDA verificou-se um aumento da atividade da caspase-3 as concentragdes de 1000
UM e 300uM, respetivamente, apds 6 horas de incubacdo, contudo seria expectavel que
este aumento fosse dependente da concentracao, facto que ndo se verificou. Deste modo
realizaram-se ensaios com menores tempos de incubagdo, le 3 horas, tendo-se
verificado que para a DA a 3000uM, ndo ocorreu qualquer aumento da atividade
caspase-3 sugerindo que a diminuicdo da viabilidade celular, resultante da acdo da
dopamina a 3000uM poderd ocorrer por necrose. A estimulacdo da atividade da
caspase-3 verificada neste estudo estd de acordo com resultados obtidos por outros
investigadores, por exemplo Park e colaboradores (2002), no modelo PC12 também
amplamente usado neste tipo de estudos, observaram um aumento na atividade da
caspase-3 quando expostas a DA. Por sua vez, Esmaeili-Mahani e colaboradores (2013)
verificaram um aumento da atividade da caspase-3, dos niveis de expressao da enzima
Bax e elevados niveis de citocromo ¢ em células SH-SY5Y quando expostas a 6-
OHDA, reforcando o facto da diminuicdo da viabilidade celular induzida pela 6-OHDA
poder resultar de um processo apoptético. Segundo diversos autores, a reducdo da
viabilidade celular resultante da exposicdo a DA e 6-OHDA parece ser mediada por
uma associacdo entre mecanismos como a disfungdo mitocondrial, producédo de ROS e
apoptose levando a neurodegenerescéncia caracterizada na DP (Perfeito & Rego, 2011;
Junior et al.,2007; Beal 2000). De facto, os resultados obtidos neste trabalho sugerem
que a diminuicdo da viabilidade celular das células SH-SY5Y quando expostas a DA e
6-OHDA podera estar a ocorrer por um aumento do stress oxidativo, nomeadamente
pelos niveis de H202 e que culminara na morte celular por apoptose, sendo indicativo
desta situacdo as alteragdes do potencial mitocondrial e aumentos da atividade da

caspase-3.
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Nos ultimos anos os agentes antioxidantes tém demonstrado ser bastante promissores na
retardacdo da progressdo da perda de células neuronais em doencas neurodegenerativas.
Sendo assim, num ambiente tdo competitivo e exigente como o marinho, as algas tem
demonstrado possuir mecanismos de defesa face a diferentes pressdes ecologicas e
fisicas a que estdo sujeitas, tais como a acdo de organismos epifitos, competidores,
predadores, bactérias patogénicas, herbivoros e periodos de imersdo e emersdo que
levam & producdo de uma variedade significativa de novas moléculas bioativas com
diferentes atividades biologicas tais como, antimicrobiana, antitumoral e antioxidante
(Bianco et al.,2010). O facto de estarem sujeitas a periodos de imersdo e emersao faz
com que estejam expostas a rapidas variagdes de luz, raios UV e a diferentes
concentracdes de oxigénio (O) e didxido de carbono (CO.), fatores que de algum modo
poderdo ter um efeito oxidante. Esta situacdo estimula a producdo de defesas
antioxidantes, como por exemplo a producdo de compostos fendlicos e flavonoides,
nomeadamente através do aumento das suas concentracdes, sendo estas algumas das
moléculas com elevado potencial antioxidante (Zandi et al., 2010; Ghasemzadeh et
al.,2010). Estes factos podem justificar a elevada atividade capacidade antioxidante
evidenciada por 12 macroalgas da costa de Peniche, uma vez que estas foram recolhidas
na zona intertidal (zona “entre - marés”), estando sujeitas a periodos ¢ imersdo e
emersdo. Uma das classes de compostos que podem estar associados a capacidade
antioxidante observada e quem tem despertado interesse de diversos investigadores nas
ultimas décadas sdo os compostos fendlicos, reconhecidos pelas suas propriedades
antioxidantes, a abundéncia em diferentes tipos de alimentos e ainda pelo papel
preventivo em diversas doengas “principalmente” associadas ao stress oxidativo
(Manach et al., 2004; Kwon et al.,2005). Na analise de componentes principais (ACP)
realizada para os extratos em estudo, onde se relacionou todos os métodos utilizados
para a avaliagdo da capacidade antioxidante (DPPH, QTP e ORAC) foi possivel
constatar a disposicdo clara de 2 grupos que se diferenciam segundo o seu potencial
antioxidante, isto é, o Grupo | em que a Sargassum muticum, Padina pavonica,
Bifurcaria bifurcata, Fucus spiralis, Sargassum vulgares, Cystoseira tamariscifolia,
Cystoseira usneiodes, Ulva compressa e Codium tomentosum apresentam uma elevada
quantidade de polifendis, elevados valores de ORAC e tendem a ter baixos valores de
ICso na captura do radical DPPH. Por sua vez, as algas pertencentes ao Grupo Il
evidenciaram o inverso, isto €, uma baixa quantidade de polifendis, baixos valores de

ORAC e elevados valores de ICsq na captura do radical DPPH. De facto, a existéncia de
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uma correlacdo entre o conteddo total de polifendis e a capacidade antioxidante tem
sido referenciada por diversos autores (Lima et al.,2012; Seeram et al.,2008). De acordo
com os resultados obtidos é possivel verificar esta relagdo na ACP, em que as algas que
apresentaram um elevado contetdo total de polifendis, apresentaram também uma
elevada capacidade de reducdo do radical DPPH e do radical peroxilo e vice-versa.
Estes dados sugerem que a relagdo observada pode ser mediada por moléculas como 0s
polifendis, uma vez que estes podem atuar como dadores de H, estabilizando assim os
radicais (Matsukawa et al.,1997; Celikler et al.,2009), desempenhando um papel
importante na prevencdo de processos oxidativos associados ao aparecimento de
diferentes patologias, tais como as doencas neurodegenerativas (Nakagawa et al.,2002;
Manach et al.,2004). Através da ACP foi possivel verificar que algas que demonstraram
maior capacidade antioxidante (Grupo 1) pertenciam maioritariamente ao filo
Heterokontophyta (algas castanhas). Apesar de diversos estudos referenciarem que
todos os filos de algas produzem compostos com atividade antioxidante (Valentdo et
al.,2010; Wang et al.,2008; Devi et al.,2008), é um facto que as algas castanhas s&o as
que tém demonstrado maior atividade comparativamente com os outros filos, realidade
que também é evidente neste trabalho (Wang et al.,2009; Zaragoza et al.,2008). A
elevada capacidade antioxidante das algas castanhas dever-se-a essencialmente a
presenca de um tipo de moléculas designadas por florotaninas, as quais pertencem a um
dos maiores grupos de polifendis detetados em algas, as taninas. As florotaninas devido
ao seu enorme potencial antioxidante tém sido alvo de diversos estudos para possiveis
aplicacdes terapéuticas em diversas patologias, tais como, doencas cardiovasculares,
cancro e doencas neurodegenerativas (Kang et al.,2003; Dalle — Done et al.,2006).

O facto de todas algas castanhas produzirem florataninas ndo significa que todas
apresentem o mesmo contelido neste tipo de moléculas, podendo variar de espécie para
espécie consoante as caracteristicas do ecossistema em que estao inseridas. Por exemplo
0 contetdo em florotaninas pode variar devido a diversos fatores, tais como
temperatura, salinidade, diferentes concentragdes de oxigénio (O2) e dioxido de carbono
(COy), intensidade de luz, predacédo, distribuicdo geogréafica, bem como diferengas
genéticas na populagéo ou ciclo de vida de cada espécie (Chew et al.,2008, Jormalainem
& Honkanem 2004; Murakami et al.,2011; Marinho - Soriano et al.,2006). Estes factos
podem de algum modo justificar a existéncia de algumas algas castanhas neste trabalho
gue ndo evidenciaram um elevado potencial antioxidante ou a existéncia de outras

moléculas nos extratos com capacidade antioxidante que nao sejam florotaninas.
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Nos ultimos anos os compostos antioxidantes tém demonstrado potencial promissor
como possiveis agentes terapéuticos que possam retardar 0 processo associado a perda
de células neuronais em doencas neurodegenerativas (Ghosh et al.,2011; Cacciatore et
al., 2012). Tendo por base esta realidade, neste estudo procedeu-se a avaliacdo do efeito
neuroprotetor de extratos de macroalgas com elevada capacidade antioxidante nos
efeitos neurotdxicos induzidos pela DA e 6-OHDA no modelo celular SH-SY5Y. Os
resultados apresentados demonstraram claramente que alguns extratos de algas testados
induzem um efeito neuroprotetor bastante marcado nas células SH-SY5Y quando
expostas DA e 6-OHDA. Por exemplo, ap6s 24 horas de incubagdo com DA (1000uM)
e 6-OHDA (100 uM), a percentagem de células SH-SY5Y viaveis foi apenas de 60% e
65%, respetivamente. Contudo na presenca dos extratos das algas (1mg.mL™?)
Sargassum muticum, Saccorhiza polyschides, Padina pavonica, Codium tomentosum e
Ulva compressa verificou-se um aumento da viabilidade celular. Este efeito
neuroprotetor das algas foi mais marcado no tratamento com 6-OHDA,
comparativamente ao conseguido para a DA, sendo o nimero de células vidveis em
média obtido, aproximadamente de 100% e 80%, respetivamente. A diminui¢do da
neurotoxicidade associada a DA e 6-OHDA por moléculas antioxidantes tem sido
relatada em alguns trabalhos cientificos, por exemplo Park e seus colaboradores (2002)
verificaram um efeito protetor da serotonina, um neurotransmissor, no modelo celular
PC12 quando exposto a DA induzindo um aumento da viabilidade celular de
aproximadamente 25% a concentragdo de 17,6 pg.mL™. Por sua vez, Kopalli e seus
colaboradores (2013), mais recentemente, através da utilizacdo de um éster metilico
encontrado naturalmente em mirtilos, designado por metilparabeno, conseguiram obter
um aumento da viabilidade celular de aproximadamente 20% (1,52ug.mL™1) nas células
SH-SY5Y na presenca de 6-OHDA. O efeito neuroprotetor demonstrado por estas
moléculas foi de algum modo inferior ao obtido pelas algas Sargassum muticum,
Saccorhiza polyschides e Codium tomentosum, uma vez que estas apresentaram
aumento da viabilidade celular quando induzido pela DA e 6-OHDA entre 20 a 40%, no
entanto as concentracdes testadas sdo substancialmente inferiores as usadas com o0s
extratos de algas. Porém os resultados obtidos sdo bastante promissores umas vez que se
tratam de extratos brutos, compostos por uma diversidade de moléculas que, uma vez
isoladas e purificadas, poder-se-4 potenciar o potencial verificado. Atualmente, o
tratamento existente para a DP é apenas centrado na diminuicdo, quando ainda possivel,

dos sintomas ocorridos. Sendo assim, torna-se importante encontrar farmacos que
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permitam reduzir a progressdo da doenca e, assim retardar a neurodegenerescéncia
provocada pela diminui¢cdo de DA no corpo estriado, (Meissner et al.,2011). Para isto
ainda é necesséario desenvolver terapias especificas, sendo fundamental compreender os
mecanismos moleculares envolvidos na DP, uma vez que varios estudos tém associado
diferentes mecanismos interdependentes, como por exemplo a disfuncdo mitocondrial,
stress oxidativo e apoptose (Schapira, 2008; Lopes et al.,2012).

De modo a compreender os mecanismos pelos quais os extratos das algas previnem o
efeito induzidos pela DA e 6-OHDA foram estudados os mecanismos celulares
(producdo de H.O>, potencial mitocondrial e atividade da caspase-3) na presenca dos
extratos de algas.

No que diz respeito os niveis de H>O> produzidos em tempo real apds a incubagdo das
células SH-SY5Y com DA na presenca dos extratos de algas, verificou-se que a alga
Padina pavonica exibiu uma capacidade de reduzir em aproximadamente 1/3 a
producdo de H.O,. Por outro lado, as algas Saccorhiza polyschides e Codium
tomentosum estimularam a produgéo de H20: induzida pela DA em 2,4 vezes e 1,8
vezes, respetivamente. Estes dados sugerem que aumento da viabilidade celular
verificado na presenca destes extratos ndo seja mediado pela prevencdo na producdo de
H>O. Por sua vez, quando as células foram expostas a 6-OHDA na presenca dos
extratos das algas Sargassum muticum, Saccorhiza polyschides, Padina pavonica e
Codium tomentosum verificou-se uma inibicdo da producdo de H>O. em tempo real,
sugerindo que o aumento da viabilidade celular podera ser mediado por mecanismos
associados a diminuicdo da produgdo H>O> Soto-Otero e seus colaboradores (2000)
sugere que a toxicidade exibida pela 6-OHDA em células neuronais € parcialmente
devido a producdo excessiva de ROS, como por exemplo H202. Contudo, no caso
especifico do H20, este podera levar a uma condigédo de stress oxidativo em modelos
celulares utilizados na DP por inducdo de citotoxicidade e apoptose (Gupta, 2004). Por
sua vez, a DA é descrita como sendo uma importante fonte de radicais livres no cérebro,
nomeadamente de H>O> (Nikolova, 2012). Tendo por base estes factos, a diminuicdo do
efeito neurotdxico da DA e 6-OHDA evidenciado por algum dos extratos parece
claramente estar associado a uma diminuigdo da producdo de H20, podendo de algum
modo levar a reducdo dos danos oxidativos.

O aumento da permeabilizacdo da membrana mitocondrial € considerado um ponto
irreversivel na cascata de eventos que levam a ativacdo da morte celular através da via

intrinseca apoptdtica (Kroemer et al.,2001). De acordo com resultados obtidos
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verificou-se que todos os extratos de algas tiveram capacidade de prevenir a
despolarizacdo mitocondrial induzido pela exposicdo a DA. Por outro lado, na 6-OHDA
apenas a Sargassum muticum, Codium tomentosum e Ulva compressa exibiram essa
capacidade. Estes resultados estdo de acordo com alguns trabalhos realizados neste
modelo celular, no qual a adicdo de berberina (alcaloide encontrado em varias espécies
de plantas) conduziu a uma prevencdo da despolarizagdo induzida pela exposicao a 6-
OHDA (Kim et al.,2007; Moura 2012). De facto os resultados obtidos por algumas
algas, como por exemplo o Codium tomentosum, na presenca de 6-OHDA, sugerem que
0 aumento da viabilidade celular podera ser mediado por uma acdo associada a
diferentes mecanismos que normalmente estdo interrelacionados, neste caso através da
diminuicdo da producdo de H>O> e da minimizacdo da despolarizacdo induzida pela 6-
OHA. Estes indicios vdo de encontro com os resultados obtidos por Luo e
colaboradores (2011) em que demonstraram que células PC12 tratadas com H20:
apresentavam aumentos no nivel do stress oxidativo, reducdo da viabilidade celular e
alteragBes a nivel do potencial mitocondrial. Contudo, quando as células foram pré-
incubadas com o alcaloide Jatrorrizina, uma protoberberina, 24 horas antes da exposicao
ao H>O> verificou-se uma prevencdo das alteracdes no potencial mitocondrial, uma
reducdo dos niveis de ROS e aumento da viabilidade celular. Apesar de neste trabalho
ndo se ter feito uma pré-incubacdo, estes resultados permitem reforcar que o efeito
protetor induzido pela presenca dos extratos das algas podera uma acdo consertada e
direcionada na prevencdo do stress oxidativo celular.

Diversos estudos tém demonstrado que a morte neuronal na DP encontra-se associada a
libertagcdo de citocromo ¢ e consequentemente a ativacao da caspase-3, que desempenha
um papel importante no processo da morte celular por apoptose (Latchoumycandane et
al.,2011). Deste modo, com o intuito de esclarecer se 0 aumento da viabilidade celular
na presenca dos extratos de algas na presenca de DA e 6-OHDA seria mediado pelo
mecanismo de apoptose, procedeu-se ao estudo da atividade da caspase-3. De acordo
com os resultados obtidos foi possivel observar que os extratos das algas Sargassum
muticum, Saccorhiza polyschides, Padina pavonica, Ulva compressa e Codium
tomentosum provocaram uma inibigé&o sobre atividade da caspase-3 na presenca da DA,
sugerindo que estes extratos poderdo levar ao aumento da viabilidade celular por acéo
direta inibitéria do processo de apoptose. Por outro lado, torna-se importante realcar que
0s extratos das algas Padina pavonica e Ulva compressa apesar de terem inibido

parcialmente o aumento da atividade da caspase-3 induzido pela DA, ndo preveniram a
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morte celular induzida pela DA, o que sugere provavelmente uma agdo concertada e
multifactorial para ocorrer um efeito neuroprotector dos neurénios dopaminérgicos. Por
sua vez na presenca de 6-OHDA, a presenga destas mesmas algas levaram a uma
prevencdo da morte celular induzida pela 6-OHDA associada a uma diminui¢do da
atividade da caspase-3, facto que relaciona diretamente o efeito com prevencdo do
mecanismo de apoptose. Estes resultados sugerem que o aumento da viabilidade celular
poderd estar a ser mediado por um efeito sobre o processo de apoptose, 0 que se
encontra de acordo com diversos estudos, nos quais a utilizacdo de diferentes moléculas,
tais como a astaxantina (carotenoide presente em macroalgas), 0 neuropeptideo orexin-
A e a molécula 11-dehydrosinulariolide de origem marinha obtida a partir do coral
Sinularia flexibilis, exibiriam efeitos anti-apoptoticos, nomeadamente através da
diminuicdo da expressdo da caspase-3 e do citocromo-c nas células SH-SY5Y quando
tratadas com 6-OHDA (lkeda et al., 2008, Chen et al., 2012, Esmaeili-Mahani et al.,
2013). Por outro lado, Jhamandas e seus colaboradores (2005) evidenciaram atividade
neuroprotetora do polissacarideo sulfatado fucoidan, isolado a partir da alga castanha
Fucus vesiculosus, através da capacidade de proteger a morte neuronal em ratos tratados
com AB1-42, através da inibicdo da atividade da caspase-3 num modelo da doenca de
Alzheimer. Apesar de ndo estar diretamente relacionado com a doencga abordada neste
trabalho, o potencial induzido pelo fucoidan demonstra o potencial dos organismos
marinhos, nomeadamente as algas como uma fonte interessante de novas moléculas
neuroprotetoras.

Tendo por base os resultados obtidos neste trabalho, quando as células SH-SY5Y foram
expostas a DA na presenca dos extratos verificou-se que as algas Sargassum muticum,
Saccorhiza polyschides e Codium tomentosum levaram a um aumento da viabilidade
celular, diminuiram a atividade da caspase-3 e as alteracdes no potencial mitocondrial,
no entanto, a Saccorhiza polyschides e Codium tomentosum, ndo preveniram a producao
de H20; induzida pela DA, o que sugere que apesar do H2O>, a prevencdo da alteragédo
do potencial mitocondrial previne a morte celular que era mediada pela via apoptética.
Por sua vez, no caso da 6-OHDA, todas as algas em estudo aumentaram a viabilidade
celular, diminuiram a atividade da capase-3, as alteracGes no potencial mitocondrial e
preveniram a producdo de H2O2, no entanto, a Ulva compressa ndo preveniu 0s niveis
de producdo de H202 0 que sugere que este aumento da viabilidade celular evidenciado
por esta alga podera ndo ser mediado pelo mecanismo de stress oxidativo, via H2O2. De

uma forma geral os nossos resultados indicam que a neurotoxicidade induzida pela DA

68



Discussao e Conclusao

e a 6-OHDA nas células SH-SY5Y é mediada por uma despolarizacdo mitocondrial,
aumento dos niveis de H.O> e da atividade da capase-3, levando a redugdo da
viabilidade celular. Estes resultados sugerem que os efeitos neuroprotetores
evidenciados pelo extratos de algas sobre a toxicidade induzida pela DA e 6-OHDA
pode ser mediada pela atividade antioxidante e anti-apoptética via reducéo da producao

de H>Og, inibicdo da capase-3 e reducéo da despolarizagdo mitocondrial.

Em suma, os organismos marinhos tém revelado ser uma fonte promissora de novas
moléculas com diversas propriedades farmacologicas, entre 0s quais as algas destacam-
se como um dos maiores produtores de moléculas bioativas com elevado potencial
antioxidante. Através do presente trabalho conseguiu-se verificar claramente que a DA e
6-OHDA induzem uma diminuicdo da viabilidade celular das células SH-SY5Y de uma
forma dependente da concentracdo e do tempo de exposicdo. Este efeito encontra-se
associado ao aumento da producdo de H.0,, & despolarizagdo da membrana
mitocondrial e por via apoptdtica evidenciada através do aumento da atividade da
caspase-3. Por sua vez os extratos de algas que evidenciaram um efeito protetor mais
marcante na prevencdo da morte celular induzida pela DA e 6-OHDA foram os extratos
das algas Sargassum muticum, Saccorhiza polyschides e Codium tomentosum através de
um efeito anti-apopt6tico, que pode estar relacionado com uma protecao mitocondrial e
ainda a diminuicdo do stress oxidativo, por via da diminui¢do da producdo de H.Og,
facto que pode ser justificado pela poder antioxidante destes extratos. As algas
demonstram ser uma fonte promissora de novos compostos neuroprotetores com
possivel aplicacdo terapéutica para doengas associadas com o stress oxidativo como a

doenca de Parkinson.
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Atualmente, a investigacdo sobre as propriedades farmacoldgicas de produtos naturais
de origem marinha tem conduzido a descoberta de novas moléculas com elevado
potencial terapéutico, existindo ja alguns exemplos de sucesso no mercado.

Através da realizagdo deste trabalho foi possivel constatar que as algas recolhidas na
costa de Peniche revelaram-se ser uma fonte promissora de novas moléculas bioativas
com potencial neuroprotetor na DP. No entanto, este foi o primeiro passo de um longo
trabalho de investigacdo que serd necessario realizar para comprovar a real
aplicabilidade destas moléculas como neuroprotetoras na DP. No entanto o potencial
das algas marinhas como agentes neuroprotetores, ainda enfrenta diversos desafios,
visto que muitas moléculas designadas por agentes neuroprotetores numa situacao
pratica ndo conseguem reproduzir a capacidade de neuroprotec¢do evidenciada em
ensaios produzidos em laboratdrio (Pangestuti & Kim, 2011).

Deste modo, para completar este trabalho seria importante realizar ensaios de
viabilidade celular a diferentes tempos (48 e 72 horas), para as algas que néo
demonstraram nenhum efeito protetor apos 24horas de incubacdo, uma vez que poderdo
necessitar de mais tempo para poderem exibir um efeito neuroprotetor nas células em
estudo. De igual modo, seria necessario proceder a realizacdo do mesmo ensaio com
diferentes concentracdes dos extratos das algas, de modo a definir a poténcia destes
extratos. Apos esta etapa, para os extratos que apresentarem maior potencial sera de
extrema importancia proceder ao isolamento, purificacdo e identificacdo das moléculas
responsaveis pela atividade protetora exibida no modelo celular SH-SY5Y. Através da
utilizacdo de diferentes técnicas, como por exemplo cromatografia liquida (LC) e/ou
gasosa (GS) (HPLC semi preparativo) e ressonancia magnética nuclear (NMR). Ao
longo deste processo deveram ser realizados ensaios de bioatividade para verificar a
perda ou ndo das atividades evidenciadas nos extratos. Posteriormente, apds o
isolamento das moléculas serd necessario a realizacdo de novos ensaios ensaio in vitro
nas células SH-SY5Y para melhor compreender quais as moléculas que apresentam um
efeito neuroprotector na neurotoxicidade induzida pela DA e 6-OHDA. Para além disso,
sera necessario compreender os mecanismos celulares que podem ser mediados pelo
efeito neuroprotetor apresentado pelas moléculas em estudo, tais como stress oxidativo,
disfuncdo mitocondrial, e apoptose. Ao nivel do stress oxidativo sera interessante
perceber qual o efeito na producdo de ROS, nomeadamente de H2O> e *OH, isto €, se 0

efeito protetor obtido na viabilidade celular possa ser mediado pela diminuicdo da
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producdo destas especies. De igual modo, sera interessante avaliar o efeito destas
moléculas na atividade das enzimas antioxidantes tais como, a catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD), glutationa redutase (GSSR), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa oxidase (GSSG), acetilcolinesterase (AChe), das quais algumas
desempenham um papel extremamente importante na prevencdo da condicéo de stress
oxidativo. Na disfuncdo mitocondrial sera interessante perceber se o efeito previne a
inibicdo do complexo | ocorrido na DP, que leva a alteragdo do potencial mitocondrial.
Por sua vez, a avaliagdo do mecanismo de apoptose sera interessante perceber o efeito
na expressdo e atividade da caspase-3, 0s niveis de citocromo C, e expressdo das
proteinas BAX, BcL-2 e a fragmentacdo de ADN. Obtendo-se resultados promissores
nos modelos celulares, sera interessante ainda avaliar todos ensaios em modelos in vivo,
de modo a verificar manutencdo dos mesmos efeitos obtido nos estudos in vitro.

Tendo por base os resultados obtidos, € de extrema pertinéncia a continuidade deste
trabalho de investigacdo, especialmente no que diz respeito a identificacdo das
moléculas com capacidade antioxidante responsaveis pelos efeitos neuroprotetores e
ainda contribuir para uma melhor compreensdo dos mecanismos de toxicidade
induzidos pela DA e 6-OHDA na presenca das moléculas antioxidantes. Podendo
contribuir de algum modo para um avanco na prevencdo da DP e para que a terapéutica
seja efetuada de uma forma eficaz e que ndo seja apenas sintomatica como se apresenta

atualmente.
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Tabela I1. Correspondéncia dos nomes das algas utilizadas na analise de componentes principais (ACP)

ao seu referido cddigo de identificacéo.

Algas Solvente de extracdo Cédigo
HETEROKONTOPHYTA
Stypocaulon scoparium CH:Cl, pei
MeOH MC1
e CHCl; DC2
Halopteris filicina MeOH MC2
Fucus spiralis CH:Cl, Des
P MeOH MC3
. . CHCl; DC4
Saccorhiza polyschides MeOH MC4
. - CH.Cl, DC5
Bifurcaria bifurcata MeOH MC5
Padina pavonica CH:Cl, Deb
MeOH MC6
Colpomenia peregrina CHoCl, be7
MeOH MC7
. . CH:Cl; DC8
Dictyota dichotoma MeOH MCS
Sargassum muticum CH:Cl, pe9
g MeOH MC9
. Lo CHCl; DC10
Cystoseira tamariscifolia MeOH MC10
. CHCl; DC11
Cladostephus spongiosus MeOH MC11
. . CHCl; DC12
Cystoseira usneoides MeOH MC12
Taonia atomaria CH:Cl, peis
MeOH MC13
CHCl; DC14
Sargassum vulgare MeOH MC14
CHOLOROPHYTA
. CHCl; DV1
Codium adhaerens MeOH MV1
Ulva compressa CHCL, pV2
P MeOH MV2
. CH.Cl; DV3
Codium tomentosum MeOH MV3
. . CHCl; DV4
Codium vermilara MeOH MV4
RHODOPHYTA
| . ilagi CHCl; DR2
Plocamium cartilagineum MeOH MR2
Sphaerococcus coronopifolius CH:Cl, DR3
MeOH MR3
Asparagopsis armata CH:Cl, DR
paragop MeOH MR4
Ceramium ciliatum CHCl, DR5
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MeOH MR5

Lo CHCl, DR6

Porphyra linearis MeOH MR6
. CHCl, DR7
Gelidium pulchellum MeOH MR7
. CHCl, DR8
Jania rubens MeOH MRS
. CHCl, DR9
Nitophyllum punctatum MeOH MR9
_ CHCl; DR10
Coralina elongata MeOH MR10
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